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Bakteriofagi (fagi) so bili desetletje pred odkritjem penicilina, prvič uspešno uporabljeni za 
zdravljenje bakterijskih infekcij. Zaradi naklonjenosti na novo odkritemu penicilinu in 
zaradi pomanjkanja znanja osnov biologije fagov ter posledično neuspelih kliničnih 
poskusov, je večina znanstvenikov opustila raziskovanja na tem področju. Danes je 
zanimanje zanje spet aktualno, predvsem zaradi zaznanega problema odpornosti nekaterih  
bakterij na določene antibiotike. Prav tako stopnja razvoja novih antibiotikov ni dovolj 
velika, da bi nadomestila zdravila, ki postajajo manj uporabna. Spellberg in sod. (2004) so 
analizirali raziskovalne in razvojne programe 15-ih največjih farmacevtskih podjetij in 
ugotovili, da je bilo leta 2004 v razvoju 5 antibakterijskih učinkovin, nobena od njih pa ni 
predstavljala novega razreda antibiotikov. Prednosti  bakteriofagov pri zdravljenju v 
primerjavi z antibiotiki so naslednje (Hanlon, 2007): 
- ciljno napadajo samo patogene, zato črevesna mikroflora ostane nepoškodovana,  
- njihov mehanizem infektivnosti je popolnoma drugačen od antibiotičnega zato so      
učinkoviti tudi proti bakterijam, ki so odporne na več antibiotikov, 
- začetni odmerek eksponentno narašča zaradi pomnoževanja virusa znotraj gostiteljske    
bakterije, zato ni potrebe po ponovnem odmerku, 
- primerov alergijskih reakcij ali stranskih učinkov v dosedanjih kliničnih poskusih je 
zelo malo, 
- njihova proizvodnja je na prvi pogled enostavna in poceni. 
 
Bakteriofagov je v okolju 10-krat več kot bakterij, njihova populacija na Zemlji je 
ocenjena na 1032, zaradi česar jih štejemo za najštevilčnejše biološke sisteme. Iz tega lahko 
sklepamo, da že izolirani in opredeljeni fagi, predstavljajo zelo majhen delež vseh fagov. 
Skupaj z bakterijami so se razvijali 3 – 4 milijarde let in so prisotni povsod, kjer živi njihov 
gostitelj (Hanlon, 2007).  
 
Bakteriofagi uporabljajo različne strategije za dostavo genoma preko bakterijske ovojnice 
do celične citoplazme. Infekcija se začne s specifično interakcijo med virusom in receptorji 
na površini gostiteljske celice. Prvi kontakt med njima se imenuje reverzibilna adsorpcija 
in predstavlja elektrostatično združenje faga in bakterije. Pod določenimi pogoji lahko 
pride do desorpcije vezanih fagov. V drugem koraku se virus adsorbira ireverzibilno, gre 
za nepovratno vez med receptorskima mestoma faga in bakterije. Tako reverzibilna kot 
ireverzibilna vezava sta možni na isti receptor na bakteriji, ki lahko vključuje različne 
površinske komponente celice, ponavadi LPS, teihoične kisline in proteine (Rakhuba in 
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1.1 CILJI DELA 
 
V magistrski nalogi smo zasledovali naslednje cilje: 
- določitev konstante adsorpcije bakteriofaga na bakterijsko celico, 
- preverjanje različnih mehanizmov (mehansko, kemično) desorpcije bakteriofagov, 
- določitev desorpcije bakteriofagov kot funkcija časa - določitev konstante        
infektivnosti, 
- določitev vpliva medija na desorpcijo in infektivnost, 
- določevanje bilanc: primerjava infektivnih centrov celic in bakteriofagov. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pred začetkom eksperimentalnega dela smo postavili sledeče hipoteze: 
- z vzpostavitvijo ustreznih analitskih protokolov lahko določimo konstanto adsorpcije 
bakteriofaga v bakterijsko celico, 
- način desorpcije vpliva na število desorbiranih bakteriofagov, 
- z vzpostavitvijo ustreznih analitskih protokolov lahko določimo konstanto desorpcije 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OPREDELITEV IN STRUKTURA BAKTERIOFAGOV 
 
Bakteriofagi so virusi, ki napadajo bakterije. V naravi so bili najdeni v podtalnici, rekah, 
odpadnih vodah, oceanih, bioaerosolih, lupinarjih in na površini nekatere zelenjave ter 
zelišč (Pillai, 2006). Ponavadi so prisotni povsod, kjer se nahaja njihova gostiteljska 
bakterija. Tako je npr. zemeljska prst vir bakteriofagov, ki napadajo bakterije, ki živijo v 
zemlji (Gunsalus in Stainer, 1960). So visoko specifični, saj je vsak izmen njih večinoma 
zmožen inficirati le določen rod bakterij, ponavadi posamezno vrsto znotraj rodu ali celo 
posamezne seve znotraj vrste bakterij. Ta specifična aktivnost je zelo uporabna pri 
prepoznavanju bakterijskih izolatov in je široko uporabljena pri študijah epidemiologije 
(Hawker in Linton, 1971). Njihova prednost je v tem, da so izjemno stabilni, poleg tega 
lahko z njihovo uporabo odkrijemo razlike med bakterijskimi kulturami, kar z znanimi 
serološkimi metodami ni mogoče (Gunsalus in Stainer, 1960). 
 
S pomočjo elektronskega mikroskopa lahko ugotovimo, da so bakteriofagi sestavljeni iz 
dveh lahko določljivih komponent. Glavice (kapside), ki je poliedrične oblike in nanjo 
pritrjen tanek privesek, ki mu rečemo repek. Le ta je pri večini virusov dopolnjen z bazalno 
ploščo in fibrili, ki olajšajo proces pritrjevanja bakteriofaga na gostiteljsko bakterijo 
(Gunsalus in Stainer, 1960). 
 
 
Slika 1: Osnovna zgradba bakteriofaga (Boundless, 2016) 
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V proteinski glavici se nahaja ena izmed nukleinskih kislin (DNA, RNA), ki se pojavlja v 
eni izmed naslednjih oblik: ssDNA, dsDNA, ssRNA, dsRNA. Oblika in sestava 
nukleinskih kislin je, poleg morfologije repka in glavice, osnova za razvrščanje 
bakteriofagov v taksonomske skupine (Koren in sod, 2007). 
 
2.2 RAZVOJNI CIKEL BAKTERIOFAGOV 
 
Razvoj bakteriofagov lahko razdelimo v štiri zaporedne faze: (1) adsorpcija prostih fagov 
na gostiteljsko bakterijo; (2) vnos nukleinske kisline; (3) razvoj novih bakteriofagov in (4) 
sprostitev novonastalih bakteriofagov iz gostiteljske bakterije (Hawker in Linton, 1971). 
 
2.2.1 Adsorpcija  
 
Za uspešno adsorpcijo mora najprej priti do trkov med bakteriofagom in celico, nato se 
vzpostavi povezava med tema dvema površinama. Pod optimalnimi pogoji se večina 
bakteriofagov adsorbira v nekaj minutah. Adsorpcija je v večini primerov ireverzibilna, 
pod različnimi pogoji, na primer nihanje pH vrednosti in temperature, pa lahko postane 
reverzibilna. Frekvenca trkov med bakteriofagom in bakterijo je odvisna predvsem od 
njune koncentracije v vzorcu. V primeru presežka bakteriofagov, je število adsorbiranih na 
celico nekje okrog 300. Frekvenca trkov je odvisna tudi od velikosti in mobilnosti virusa 
ter medsebojne privlačnosti ali odbojnosti zaradi elektrostatičnih sil. Uspešna adsorpcija po 
trku je odvisna od kemične strukture površine virusa in celice (Hawker in Linton, 1971). 
Struktura receptorskih mest variira med široko paleto celičnih površinskih komponent in 
vključuje proteine, oligosaharide, teihoično kislino, peptidoglukane in lipopolisaharide. V 
nekaterih primerih so receptorska mesta prisotna v celični kapsuli, bičku in celo pilih 
(Hanlon, 2007). 
 
Kadar suspenzijo bakteriofagov zmešamo z raztopino gostiteljskih bakterij in nato v 
določenih intervalih raztopino centrifugiramo, bakterije sedimentirajo, titer prostih virusov 
pa se nahaja v supernatantu. V tem primeru je titer bakteriofagov (P) premosorazmeren 
koncentraciji bakterij (B). Govorimo o stopnji adsorpcije, ki je podana z naslednjo enačbo 
(Krueger, 1931): 
       −
𝑑(𝑃)
𝑑𝑡
=k (B) (P)                                                         … (1) 
 
kjer za konstanto adsorpcije k velja: 
 






                                                                 … (2) 
 
V časovnem intervalu t predstavlja P0 začetno koncentracijo neadsorbiranih fagov in P 
končno koncentracijo neadsorbiranih fagov. Vrednost stopnje adsorpcije predstavlja 
konstanta k, ki se za mnoge bakteriofage približa, vendar ne preseže izračunane vrednosti 
za stopnjo difuzije bakteriofagnih delcev na površino bakterije. Stopnja adsorpcije je zato 
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omejena z difuzijo. Tako se v optimalnih pogojih bakteriofagni delci adsorbirajo na 
gostiteljsko bakterijo skoraj pri vsakem stiku (Gunsalus in Stainer, 1960).    
 
Kljub temu, da fiziološki proces adsorpcije posameznega faga, prikazujemo s številnimi 
reakcijami majhnega dosega in kompleksnimi koraki, lahko obsežnejšo adsorpcijo fagne 
populacije prikažemo z relativno preprostim kinetičnim modelom (slika 2). Vsak od treh 
primerov adsorpcijske krivulje predstavlja glavne karakteristike treh različnih modelov 
kinetike adsorpcije. Izbira najprimernejšega modela za določen sistem je odvisna od vrste 
faga, pogojev okolja in načina aplikacije (Storms in Sauvageau, 2015). 
 
 
Slika 2: Adsorpcijske krivulje bakteriofagov. Vsak primer predstavlja glavne karakteristike treh modelov 
kinetike adsorpcije: reakcije I. reda (primer 1), model zaporednih reakcij (primer 2) in model učinkovite 
adsorpcije (primer 3) (Storms in Sauvageau, 2015). 
 
Najpreprostejši model adsorpcijske krivulje (reakcije I. reda, opisan v sklopu enačbe 1) 
nakazuje primer 1. Predstavlja logaritmično upadanje koncentracije prostih fagov skozi 
čas. Čeprav je podana časovna perioda 60-ih minut, iz podatkov ne moremo razbrati, kaj se 
zgodi s koncentracijo fagov v prvih minutah adsorpcije. Model zaporednih reakcij (primer 
2) predpostavlja dvostopenjski proces, najprej reverzibilne in nato ireverzibilne adsorpcije. 
Model je podrobneje opisan v nadaljevanju, v kontekstu enačbe 3. Niti prvi niti drugi 
model se ne ozirata na pojav prirojene heterogenosti fagne populacije, katere posledica je 
manjša stopnja adsorpcije ali pa se populacija sploh ne adsorbira. Model učinkovite 
adsorpcije, prikazan v primeru 3, tako za uspešno adsorpcijo upošteva samo titer efektivnih 
fagov. Učinkovitost adsorpcije (ε) je definirana kot frakcija fagne populacije, ki je 
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sposobna adsorpcije na gostiteljsko celico. Ta model je nadgradnja enačbe 1 in jo zapišemo 
na naslednji način: 
 
                                                
𝑑𝑃
𝑑𝑡
 = - kB[P-P0(1-ε)]                                                  … (3) 
 
P0 je začetni titer fagov. Izraz P0(1-ε) je konstanta, ki predstavlja fage, ki so nezmožni 
adsorpcije na gostitelja, (1-ε) pa izraz za frakcijo prostih fagov (Storms in Sauvageau, 
2015). 
 
2.2.1.1 Reverzibilna adsorpcija 
 
Zgodnje študije so pokazale, da adsorpcija bakteriofagov vključuje reverzibilne in 
ireverzibilne interakcije z gostiteljskimi receptorji. Reverzibilno vezane fage lahko s celic 
speremo z redčenjem, medtem ko ireverzibilna vezava ni povratna in v večini primerov 
vodi do infekcije celice. Obe vrsti interakcij lahko vključujeta samo en receptor ali pa 
različne komponente na površini (Baptista in sod., 2008). Reverzibilna faza, ki se zgodi 
hitro tudi pri temperaturi 0 °C, vključuje elektrostatično združenje virusa z gostiteljsko 
bakterijo. Pri višjih optimalnih temperaturah prvemu koraku sledi ireverzibilna faza, kjer 
pride do združitve virusnih delcev in bakterije (Gunsalus in Stainer, 1960). 
 
Za razumevanje ločitve teh dveh korakov je bilo uporabljenih več metod, večina s 
študijami faga T1.  
(a) Prva metoda je temeljila na učinku spremembe temperature. Garen in Puck (1951) 
sta dokazala, da se kolifag T1, ki je bil adsorbiran pri 3 °C veliko lažje spere z 
redčenjem v mrzli brozgi, medtem ko to ne velja za kolifag adsorbiran pri 
temperaturi 37 °C. Torej je temperaturni koeficient nizek za reverzibilno adsorpcijo 
in visok za ireverzibilno adsorpcijo.  
(b) Cinkovi ioni specifično preprečijo ireverzibilno vezavo T1, ne pa tudi T2. Fag T1, ki 
se na bakterijo adsorbira pri 37 °C v prisotnosti cinkovih ionov se veliko lažje spere, 
medtem ko se fag adsorbiran v prisotnosti kalcijevih ionov ne. Cink tekmuje s 
kalcijevimi in magnezijevimi ioni za prosta mesta na površini bakterije, s čimer 
zaščiti bakterijo pred invazijo T1 fagov. 
(c) Suspenzija bakterij, ki je močno obsevana z ultravijolično svetlobo sicer zelo hitro 
adsorbira fag T1, vendar se z redčenjem v hladni brozgi vsi fagi desorbirajo. Z 
obsevanjem se verjetno poškodujejo določene bakterijske substance, ki so občutljive 
na ireverzibilno adsorpcijo. 
(d) Stent in Wollman (1952) sta ugotovila, da ima sev B bakterije E. coli vsaj dva 
spontana mutanta, ki sta odporna na fag T1. Sev B/1 je odporen na fag T1, sev B/1,5 
pa na faga T1 in T5. Fag T1 se pod nobenimi pogoji ne adsorbira na sev B/1,5, 
medtem ko se reverzibilno adsorbira na B/1. To pomeni, da je mutirani sev B/1 
izgubil določen faktor, ki je pomemben za ireverzibilno adsorpcijo, še vedno pa je 
zmožen reverzibilne vezave.   
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(e) Eksperimenti so pokazali, da se fag T4 na gostiteljsko celico adsorbira le v 
prisotnosti dodanega triptofana (Garen in Puck, 1951), kar naj bi pomenilo, da je 
triptofan bistvenega pomena za reverzibilno vezavo na bakterijo (Adams, 1959). 
 
Stent in Wollman (1952) sta ugotovila, da stopnja ireverzibilne adsorpcije faga T4 upada z 
nižanjem temperature iz 25 °C na 5 °C. Konstanta je odvisna tudi od koncentracije 
bakterij, upada namreč pri koncentracijah, ki preseže število 108 na mililiter. Za navedeno 
sta predpostavila tri hipoteze: 
(1) Reverzibilno ravnovesje obstaja med dvema mestoma na fagu, aktivnim mestom, ki 
je zmožno adsorpcije in neaktivnim mestom, ki se ne adsorbira. Ravnotežje je 
odvisno od temperature. 
(2) Adsorpcija se zgodi z dvema konkurenčnima reakcijama, reverzibilno in 
ireverzibilno. Pri visokih koncentracijah bakterij se večina fagov adsorbira 
reverzibilno in stopnja desorpcije kontrolira stopnjo ireverzibilno vezanih fagov. 
(3) Adsorpcija nujno vključuje začetno, reverzibilno pritrditev. Reverzibilno vezani fagi 
lahko desorbirajo ali postanejo ireverzibilno vezani. Pri visokih koncentracijah 
bakterij in še posebno pri nižjih temperaturah pretvorba iz reverzibilne v 
ireverzibilno vezavo postane omejena s stopnjo adsorpcije. 
Infekcijo gostiteljske celice (B) s fagom (P) lahko izrazimo tako (Garen in Puck, 1951): 
 
                                                                                              … (4) 
 
PB predstavlja reverzibilni kompleks bakteriofag-bakterija. X predstavlja ireverzibilno 
inficirano gostiteljsko celico. Hitrostna konstanta k1 predstavlja stopnjo primarne 
pritrjenosti in ima nizek temperaturni koeficient. Konstanta k3 je stopnja pri kateri 
reverzibilno pritrjeni fagi postanejo ireverzibilno vezani. Konstanta k2 predstavlja stopnjo 
pri kateri pride do desorpcije reverzibilno pritrjenih fagov (Adams, 1959). Ta preprosta 
reakcijska shema je sicer zelo priročna za teoretične analize, vendar je potrebno poudariti, 
da ne upošteva vseh podrobnosti fizičnega procesa adsorpcije (Moldovan, 2007). 
 
Heller in Braun sta v eni izmed študij prišla do rezultatov, da so samo bakteriofagi, katerih 
zgradbo dopolnjujejo nitke na repku, zmožni reverzibilne vezave na receptorska mesta 
(LPS) bakterije E. coli F. Pomembno vlogo ima protein pb1, ki se nahaja v nitkah repka 
bakteriofaga. Kolifagu T5+ so odvzeli protein pb1, dodali suspenzijo bakterij in po preteku 
15 minut z redčenjem pri 0 °C ustavili adsorpcijo. Vezani  adsorbirani kolifagi z redčenjem 
pri 32 °C niso prikazali desorpcije. V drugem primeru so kolifag T5+ (z vsebovanim 
proteinom pb1) združili s  suspenzijo bakterij E. coli F, ki so ji odvzeli proteinski receptor 
tonA. Kolifag T5+ se je vezal na bakterijo, kljub odsotnosti tonA, vendar je pri redčenju pri 
32 °C prišlo do desorpcije vseh kolifagov. Protein pb1 je tako posrednik pri reverzibilni 
vezavi med kolifagom T5+ in LPS receptorskim mestom E. coli F (Heller in Braun, 1979). 
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2.2.1.2 Langmuirjeva adsorpcijska izoterma 
 
Najpreprostejšo enačbo za opis ravnotežja adsorpcije s teoretično osnovo je podal 
Langmuir. Predpostavljal je, da ima površina določeno število veznih mest, ki so enaka in 
vsako mesto lahko veže le eno molekulo. Če ima površina n0 enakih veznih mest in je n 
zasedenih, potem je prekrivnost površine (Θ) definirana kot razmerje n/n0 (Alberty in 
Silbey, 1992). 
 
Model adsorpcijske izoterme temelji na naslednjih predpostavkah: (1) vsa mesta na 
površini adsorbenta so identična; (2) energija adsorpcije je konstantna; (3) na površini 
adsorbenta ne prihaja do migracij adsorbiranih molekul; (4) med adsorbiranimi 
molekulami ne prihaja do interakcij; (5) adsorpcija je omejena z adsorpcijo monoplasti. 
Langmuirjevo adsorpcijsko izotermo zapišemo na način (Sandler, 2006): 
  
                                                  qe = 
𝑏𝐶𝑒𝑞𝑚𝑎𝑥
(1+𝑏𝐶𝑒)
 .                                     … (5) 
 
Enačbo lahko zapišemo v priročnejši linearni obliki: 
 









                                            … (6) 
 
oziroma: 









 .                              … (7) 
 
Ce = koncentracija virusa v raztopini v doseženem ravnotežju (virusni delci/ml) 
qe = adsorbirani virusi v doseženem ravnotežju (virusni delci/mg) 
qmax = teoretično maksimalno število mest na adsorbenta; na eno mesto se veže en virus 
(mesta/mg) 
b = konstanta afinitete adsorpcije, razmerje med stopnjo adsorpcije in stopnjo desorpcije       
(b = k1/k2) (Cookson in North, 1967).   
 
V primeru nizke adsorpcije (bCe < 1) se enačba poenostavi in lahko zapišemo: 
 
                                          qe = qmaxbCe.                                                         … (8) 
 
Po drugi strani pa v primeru visoke adsorpcije velja:  
 
                                        qe = qmax.                                                               … (9) 
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2.2.2 Adsorpcija ni enako infekcija 
 
Nekatere bakterije bakteriofage adsorbirajo zelo hitro, vendar se izkažejo kot slabe 
gostiteljice v smislu uspešnega razmnoževanja fagov. Primer so lizogene bakterije, ki kljub 
adsorpciji faga ostanejo neprizadete.  
Nekatere mutirane bakterije, odporne na določen fag, ohranijo sposobnost adsorbcije istega 
faga na katerega so odporne. Garen in Puck (1951) sta ugotovila, da mutant bakterije E. 
coli, imenovan B/1, reverzibilno adsorbira colifag T1. V tem primeru odpornost na 
infekcijo ni posledica neuspešnega pritrjevanja colifaga T1, medtem ko je nek drug mutant 
istega seva E. coli, imenovan B/1,5 odporen na bakteriofag zaradi neuspešne adsorpcije.  
Znane so tudi bakterije, ki adsorbirajo fage, ki povzročijo lizo celice, niso pa sposobne 
izvesti sprostitve fagnih potomcev. Čeprav je bakterijska celica lizirana je v končni fazi 
bakterijska kultura zaščitena, saj so adsorbirani fagni delci uničeni (Adams, 1959). 
 
2.2.3 Litični cikel pomnoževanja bakteriofagov 
 
Glede na infektivnost do gostiteljske bakterije lahko bakteriofage razdelimo v dve skupini. 
Virulentni ali litični fagi vedno takoj privedejo do lize celice, medtem ko temperirani ali 
simbiotski fagi svoj dedni material vgradijo v gostiteljskega in lahko v tako imenovani fazi 
profaga mirujejo. Ta proces se imenuje lizogenija (Hawker in Linton, 1971). Profagna 
DNA se pomnožuje istočasno s pomnoževanjem gostiteljske celice, zato hčerinske celice 
vsebujejo virusno DNA. Primer lizogenije je tudi tako imenovana psevdogenija. O njej 
govorimo takrat, ko se dedni material faga ne vgradi v gostiteljskega ampak se nahaja v 
celični citoplazmi kot plazmid (Hanlon, 2007). Glede na to, da bomo v poskusu uporabili 
litični bakteriofag, se bomo omejili na opredelitev litičnega cikla pomnoževanja fagov 
(slika 3). 
 
Po uspešni adsorpciji sledi penetracija fagne DNA v gostiteljsko celico. Vbrizganje se 
zgodi s pomočjo različnih mehanizmov, odvisnih od morfologije virusa in pogosto 
vključujejo krčenje repka in tvorjenje luknje v celični steni bakterije s pomočjo lizocima. 
Baze prisotne na virusni DNA so kemično modificirane, da se zaščitijo pred napadom 
nukleaznih encimov. RNA polimeraza gostiteljske celice nato prepiše virusni genom in 
proizvede zgodnjo mRNA, katere naloga je, da metabolni proces celice preusmeri v 
izdelavo novih fagnih komponent, ki se kasneje sestavijo v nov virus. Novonastali 
bakteriofagi morajo nekako zapustiti znotrajcelično okolje. Skoraj vsi dsDNA bakteriofagi 
so razvili encime, ki razgradijo bakterijski peptidoglikan. Lizocimi napadejo vezi med 
sladkorji, tarča endopeptidaz so vezi med peptidi, amidaze pa pretrgajo amidne vezi. Ti 
litični encimi oz. endolizini potrebujejo še encim holin, ki omogoči prečkanje 
citoplazmatske membrane. Holin zamoti membrano, medtem ko lizin razgrajuje 
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Slika 3: Litični cikel pomnoževanja bakteriofaga (Hanlon, 2007) 
 
Čas od adsorpcije bakteriofaga do lize bakterijske celice in sprostitve fagnih potomcev 
imenujemo latentna perioda. Čas od adsorpcije faga do prvega pojava sestavljenega, 
infektivnega faga pa se imenuje ekliptična perioda. Iz posamezne bakterijske celice se 
lahko sprosti tudi več 100 virusnih potomcev in vsak izmed njih je zmožen inficirati novo 
bakterijo. Infekcijski cikel se nadaljuje, dokler ne pride do lize vseh bakterij v okolju 
(Hanlon, 2007). 
 
2.3 BAKTERIOFAG T4 
 
Bakteriofag T4, ki ga uvrščamo med enega izmed kompleksnejših virusov, specifično 
napada bakterijo E. coli. Glava (85 × 110 nm) je ikozaedrične oblike in je podaljšana 
zaradi dodatka ene ali dveh skupin proteinov. Na glavo je pritrjen kompleksen spiralen rep 
(25 × 110 nm), ki ga ovijajo plaščni proteini (en glavni in več manjših). Bazalna plošča na 
koncu repa je heksagonalna, s šestimi prelomljenimi nogami. Na koncu nog se nahajajo 
proteini, ki so odgovorni za prepoznavanje gostiteljskih bakterij in za uspešno adsorpcijo 
na njihovo površino. Genom faga T4 je dvovijačna, linearna DNA molekula, sestavljena iz 
približno 1,7 × 105 baznih parov. Latentna doba faga je dolga približno 25 min, brstno 
število pa okoli 200 fagov na celico (Madigan in sod., 1997; Janczuk in sod., 2016). 
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2.4 BAKTERIJA Escherichia coli 
 
E. coli je Gram-negativna paličasta bakterija, dolga 2-6 µm in široka 1-3 µm. Spada med 
fakultativne anaerobe, kar pomeni, da preferenčno raste ob prisotnosti kisika lahko pa raste 
tudi v anaerobnih pogojih. Bakterija se premika s pomočjo spiralnih bičkov (ena bakterija 
ima približno 4 bičke), ki so enakomerno razporejeni po njeni površini. Optimalna 
temperatura za rast bakterije je 37 °C. Po 18-urni inkubaciji so vidne okrogle, zmerno 
konveksne, gladke kolonije, velike 2-3 mm (Uzunović-Kamberović, 2009).  
 
Bakterija E. coli je zaradi precej nezahtevnih gojitvenih pogojev v laboratoriju, pogosto 
uporabljen organizem za preučevanje. Mnogo je takih, ki bi si upali trditi, da o biologiji 
bakterije E. coli vemo več kot o kateremkoli drugem živečem organizmu, vključno s 
človekom. Bakterija predstavlja velik del normalne flore prebavnega trakta pri ljudeh. 
Kljub temu pa njena prisotnost v sečilih povzroči vnetje.  E. coli je navadno neškodljiva, 
vendar določeni sevi proizvajajo toksine in so zato patogeni. Enterotoksigene oblike E. coli 
proizvajajo enterotoksine, ki povzročijo infekcijo podobno lažji obliki kolere. 
Enteroinvazivni E. coli sevi povzročijo vnetje prebavnega trakta, ki ga spremlja vročina in 
včasih tudi grižo. Enterohemoragični sevi E. coli so bili v večjem številu zaznani v 
Ameriki, ker je prihajalo do okužb pri ljudeh, ki so uživali premalo obdelane goveje 
hamburgerje in surovo mleko. Ti sevi proizvajajo verotoksine, ki povzročijo hemoragični 
kolitis (vnetje debelega črevesa, ki ga spremlja krvavenje). Do hujših komplikacij lahko 
pride, kadar je kri najdena tudi v urinu, saj to pomeni, da so toksini okužili tudi ledvice, kar 
lahko vodi do odpovedi ledvic (Madigan in sod., 1997; Tortora in sod., 1992).    
   
2.5 BAKTERIOFAG PC5 
 
Campylobacter-specifični fagi so že bili uspešno izolirani iz odpadkov iz klavnic, prašičjih 
in perutninskih iztrebkov in perutninskega mesa iz maloprodaje (Grajewski, 1985; Salama, 
1989; Aterbury, 2003), vendar je bilo podrobno opisanih le nekaj fagov. Uvrščeni so bili v 
družini Myoviridae in Siphoviridae ter glede na morfologijo in velikost genoma razdeljeni 
v tri skupine (I, II, III). Fagi stopijo v interakcijo z bakterijami Campylobacter preko 
kapsule (Janež in sod., 2014). 
 
Skupina slovenskih raziskovalcev je podrobneje opisala in opredelila nekatere na novo 
izolirane fage, med drugim tudi bakteriofag PC5, ki je bil uporabljen v naši ekperimentalni 
nalogi (slika 4). Fag PC5 je bil skupaj z drugimi fagi izoliran iz vzorcev iztrebkov 
piščancev in prašičev ter svežega perutninskega mesa iz lokalne trgovine. Vsi fagi so bili 
uvrščeni v družino Myoviridae, v skupino III, s premerom kapside 100 nm in 90 nm 
dolgim repom. Velikost genoma izolatov je med 110 kb in 150 kb (Janež in sod., 2014). 
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Slika 4: Elektronski posnetek bakteriofaga PC5 (a) in adsorpcija na Campylobacter jejuni (b) (Janež in sod., 
2014) 
 
Poskusi so pokazali, da poteče interakcija preko bakterijske kapsule in ne preko bička. Da 
je kapsula nujno potrebna za okužbo in namnoževanje faga PC5, so pokazali poskusi z 
mutanti C. jejuni, ki ne tvorijo kapsule (gen kpsM). Vsi mutanti so bili namreč odporni na 
vse izolirane fage, tako v tekoči kulturi kot pri testu metode plakov (Janež in sod., 2014). 
 
2.6 BAKTERIJA Campylobacter jejuni 
 
Bakterije iz rodu Campylobacter so ukrivljeni po Gramu negativni bacili (slika 5), ki so 
gibljivi zaradi polarnih flagel. V naravi so zelo razširjeni in živijo kot povzročitelji bolezni 
v prebavilih, sečilih in rodilih številnih domačih in divjih živali (perutnina, prašiči, govedo, 
ovce, koze, psi, mačke, glodalci in zlasti različne ptice). Človek se okuži z uživanjem 
okužene hrane, vode ali mleka in z neposrednim stikom z okuženimi živalmi. Okužba 
prebavil s Campylobacter jejuni, ki se imenuje gastroenteritis, se kaže kot vodena driska, v 
hujši obliki tudi kot krvava driska. Prisotne so značilne bolečine v trebuhu, slabo počutje in 
povišana telesna temperatura. Posamezniki s pomanjkanjem želodčne kisline so nekoliko 
bolj ogroženi. Bolezenski znaki v večini primerov minejo po približno tednu dni, zato 
zadostuje le simptomatično zdravljenje z nadomeščanjem tekočine in elektrolitov (Gubina 
in Ihan, 2002). Kontaminacijo s C. jejuni preprečimo z ustrezno osebno higieno ob stiku s 
perutnino, pranjem neobdelane perutnine in kuhinjske posode, ki je bila v stiku s surovim 
mesom ter temeljito obdelavo mesa med kuhanjem in pečenjem (Madigan in sod., 2009). 
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Slika 5: Campylobacter jejuni pod elektronskim mikroskopom (Fields in Fitzerald, 2004) 
 
Campylobacter-ji imajo posebne rastne zahteve, so namreč mikroaerofilni in dobro 
uspevajo samo v atmosferi z manj kisika (5 % do 7 %) in povečano koncentracijo 
ogljikovega dioksida (5 % do 10 %). Poleg tega, nekatere vrste, med katerimi je tudi 
Campylobacter jejuni, bolje rastejo na temperaturi 42 °C kot pa na 37 °C. Glavni antigen je 
lipopolisaharid (LPS) na zunanji membrani (Uzunović–Kamberović, 2009). 
 
Bakterije iz rodu Campylobacter so izjemno infektivne, saj okužbo povzroči že minimalno 
število celic, 500-1000. Zaradi občutljivosti na povišano temperaturo pa noben sev v 
normalnih razmerah ne preživi več kot 15 minut pri temperaturi 60 °C (Bem in sod., 2003).  
 
Balzan in sod. (2007) so ugotovili, da je bakterija sposobna prečkati črevesno pregrado pri 
živalih in ljudeh. Proces se imenuje bakterijska translokacija. In vitro študije so pokazale, 
da Campylobacter-ji translocirajo z uporabo transcelularnega prehoda preko enterocitov ali 
preko ozkih paracelularnih poti. Hofreuter in sodelavci (2008) so dokazali, da je 
sposobnost C. jejuni, da kolonizira določeno tkivo, pogojena s sposobnostjo organizma za 
uporabo določenih hranil. Uporaba aspargina na primer naj bi izboljšala sposobnost 
patogena, da kolonizira jetra (Firlieyanti in sod., 2016).  
 
Uprava RS za varno hrano vsakoletno izvaja kontrolo okužb s kampilobakteriozami pri 
živilih živalskega izvora (sliki 6 in 7), kjer z metodo determinacije rodu in vrste preverjajo 
prisotnost bakterije Campylobacter. V Sloveniji okužbe s kampilobakteriozo presegajo 
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Slika 6: Delež vzorcev živil, pri katerih se je potrdila prisotnost bakterije Campylobacter ( analizna metoda  




Slika 7: Število odvzetih vzorcev in število vzorcev pri katerih se je potrdila prisotnost kampilobaktra, glede 
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Materiali, ki smo jih potrebovali za izvedbo eksperimentalnega dela naloge, so opredeljeni 
v naslednjih podpoglavjih. 
 
3.1.1 Bakterijski sev 
 
Pri eksperimentih smo uporabili bakterijski sev Campylobacter jejuni 660 iz zbirke 
mikroorganizmov Laboratorija za bioanalitiko (COBIK; Tovarniška 26, 5270 Ajdovščina) 
in bakterijski sev Escherichia coli DSM 18039 iz zbirke Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche 




Pri eksperimentih smo uporabili litična bakteriofaga PC5 in T4 iz zbirke mikroorganizmov 
Laboratorija za bioanalitiko (COBIK; Tovarniška 26, 5270 Ajdovščina). 
 
3.1.3 Rastna gojišča za Campylobacter jejuni 
 
3.1.3.1 Columbia krvni agar 
 
Columbia krvni agar (Ellner in sod., 1966) smo pripravili tako, da smo, po navodilih 
proizvajalca, v stekleno posodo zatehtali 19,5 g gojišča Columbia in 6 g agarja. Steklenico 
smo, do oznake 500 ml, napolnili z destilirano vodo, rahlo privili zamašek in 15 min 
sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C in tlaku 1,2 bara. Sterilno gojišče smo v vodni kopeli 
ohladili na 55 °C in dodali 25 ml sterilne defibrilirane konjske krvi, dodatek za rast 
(Campylobacter growth supplement) in dodatek za selektivnost (Campylobacter selective 
supplement). Gojišče smo vlili na petrijeve plošče premera 90 mm, počakali da se je strdilo 
in do uporabe shranjevali v hladilniku pri 4 °C. 
 
3.1.3.2 Abeyta-Hunt-Bark (AHB) agar 
 
AHB agar (Hunt in sod., 2001) smo pripravili tako, da smo po navodilih proizvajalca v 
steklenico zatehtali 18,5 g možgansko-srčnega bujona, 1 g kvasnega ekstrakta in 6 g 
agarja. Steklenico smo, do oznake 500 ml, napolnili z destilirano vodo, rahlo privili 
zamašek, pokrili z alu folijo in 15 min sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Sterilno gojišče smo v vodni kopeli ohladili do temperature 55 °C, dodali dodatek za rast in 
5 ml 1 % raztopine TTC (trifenil tetrazolijev klorid). Gojišče smo vlili na petrijeve plošče 
premera 90 mm, počakali, da se je strdilo in do uporabe shranjevali v hladilniku pri 4 °C. 
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3.1.3.3 Mueller-Hinton bujon (MHB) 
 
Tekoče gojišče MHB smo pripravili tako, da smo v 100 ml erlenmajerico zatehtali 1,05 g 
predpripravljenega gojišča in do oznake 50 ml napolnili z destilirano vodo. Erlenmajerico 
smo zaprli z zamaškom iz papirnate brisače, pokrili z alu folijo in 15 min sterilizirali v 
avtoklavu pri 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
 
Gojišče za namnoževanje in kvantifikacijo bakteriofaga PC5 (t.i. cMHB) smo pripravili 
tako, da smo gojišču MHB (oz. za vsakih 50 ml gojišča) dodali 250 µl 2 M MgSO4 in 50 
µl 1 M CaCl2. 
 
3.1.4 Rastna gojišča za namnoževanje in kvantifikacijo bakteriofaga PC5 
 
3.1.4.1 NZCYM osnovni agar 
 
Novozelandski kazamino kvasni (NZCYM) osnovni agar (Blatter in sod., 1977) smo 
pripravili tako, da smo po navodilih proizvajalca v steklenico zatehtali 11 g NZYCM 
bujona in 6 g agarja. Steklenico smo do oznake 500 ml dopolnili z destilirano vodo, rahlo 
privili zamašek, pokrili z alu folijo in 15 min sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C in tlaku 
1,2 bara. Sterilno gojišče smo vlili v petrijeve plošče premera 70 mm (»plaque assay«) in 
90 mm (»spot assay). Ko se je gojišče strdilo, smo plošče shranili v hladilnik na 4 °C do 
uporabe. 
 
3.1.4.2 NZCYM mehki agar 
 
Novozelandski kazamino kvasni (NZCYM) mehki agar (Blatter in sod., 1977) smo 
pripravili tako, da smo po navodilih proizvajalca v steklenico zatehtali 11 g NZYCM 
bujona in 3,5 g agarja. Steklenico smo do oznake 500 ml dopolnili z destilirano vodo, rahlo 
privili zamašek, pokrili z alu folijo in 15 min sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C in tlaku 
1,2 bara. Sterilna gojišča smo razdelili v epruvete po 3 ml (za plošče premera 70 mm) in 5 
ml (za plošče premera 90 mm) in jih do uporabe shranjevali v vroči vodni kopeli pri 55 °C. 
 
3.1.5 Rastna gojišča za namnoževanje in kvantifikacijo E. coli ter bakteriofaga T4 
 
3.1.5.1 LB osnovni agar 
 
Osnovni LB (Luria-Bertani) agar, kjer je vsebnost agarja 1,2 %, smo pripravili tako, da 
smo po navodilih proizvajalca v stekleno posodo s plastičnim navojem zatehtali 12 g LB 
gojišča in 7,2 g agarja. Posodo smo dopolnili z destilirano vodo do oznake 600 ml, rahlo 
privili zamašek in pokrili z alu folijo. Gojišče smo v avtoklavu sterilizirali 20 min pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. Sterilna gojišča smo vlili v petrijeve plošče premera 
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90 mm. Po približno 20 min, ko se je gojišče strdilo, smo plošče shranili v hladilnik na 4 
°C. 
 
3.1.5.2 LB mehki agar 
 
Mehki LB (Luria-Bertani) agar, kjer je vsebnost agarja 0,7 %, smo pripravili tako, da smo 
po navodilih proizvajalca v stekleno posodo s plastičnim navojem zatehtali 8 g LB gojišča 
in 2,8 g agarja. Posodo smo dopolnili z destilirano vodo do oznake 400 ml, rahlo privili 
zamašek in pokrili z alu folijo. Gojišče smo v avtoklavu sterilizirali 20 min pri temperaturi 
121 °C in tlaku 1,2 bara. Sterilna gojišča smo razdelili v epruvete po 3 ml (za plošče 
premera 70 mm) in 5 ml (za plošče premera 90 mm) in jih do uporabe shranjevali v vroči 
vodni kopeli pri 55 °C. Pred samim poskusom smo v epruveto dodali 100 µl bakterije, 
vorteksirali in gojišče prelili čez osnovni LB agar.  
 
3.1.5.3 LB tekoči medij 
 
Zalogo gojišča LB, ki se uporablja za tekoče kulture E. coli, smo pripravili tako, da smo v 
stekleno posodo zatehtali 8 g LB medija in dodali destilirano vodo do oznake 400 ml, rahlo 
privili zamašek in pokrili z alu folijo. Gojišče smo v avtoklavu sterilizirali 20 min pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. Sterilizirano tekoče gojišče smo shranili v hladilniku 
pri temperaturi 4 °C. 
 
3.1.6 10 % etanol 
 
Zalogo 10 % etanola smo pripravili tako, da smo v centrifugirko nalili 3,6 ml tekočega LB 
medija in 400 µl 96 % etanola. Shranili smo ga v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
 
3.1.7 3 M NaCl 
 
Zalogo 3 M NaCl raztopine smo pripravili tako, da smo v 10 ml tekočega LB medija 
zatehtali 1,7 g NaCl. Maso NaCl smo izračunali po naslednji enačbi: 
 
                            mNaCl = n × M = 3 
𝑚𝑜𝑙
𝑙
 × 58,44 
𝑔
𝑚𝑜𝑙
 = 175,32 
𝑔
𝑙
                                 … (10) 
 
Za 10 ml raztopine potrebujemo 1,7 g NaCl (175,32 
𝑔
𝑙
 × 0,01 l = 1,7 g).                           
 
3.1.8 Solno magnezijev (SM) pufer 
 
Za pripravo 0,5 l SM pufra smo v stekleno posodo s plastičnim navojem zatehtali 0,5 g 
gelatina in 2,9 g NaCl. Dodali smo 2 ml 2 M založne raztopine MgSO4 in 25 ml 1 M Tris-a 
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s pH = 7,5. Steklenico smo napolnili z destilirano vodo do oznake 500 ml in jo v avtoklavu 
sterilizirali 20 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bara. Ohlajen pufer smo razdelili v centrifugirke 
po 50 ml in ga do uporabe shranili v hladilniku pri 4 °C. 
 
3.1.9 Laboratorijski pribor in oprema 
 
Splošni laboratorijski pribor: 
▪ laboratorijska halja, 
▪ rokavice, 
▪ papirnate brisače, 
▪ alu folija, 
▪ led, 
▪ razkužilo za površine, 
▪ avtomatske pipete, 
▪ serološka pipeta, 
▪ centrifugirke, 
▪ nastavki za pipetiranje, 
▪ epice, 
▪ steklovina (erlenmajerice, epruvete), 
▪ cepilna zanka, 
▪ mikrotitrske plošče, 
▪ petrijeve plošče s premerom 70 mm in 90 mm. 
 
Laboratorijska oprema: 
▪ čitalec mikrotitrskih plošč (Tecan), 
▪ manjša centrifuga (Eppendorf), 
▪ večja centrifuga (Kambić), 
▪ ultrazvočna kopel (ASonic), 
▪ inkubator, 37 °C,  
▪ CO2 inkubator, 42 °C (Sanyo), 
▪ brezprašna komora (Iskra PIO), 
▪ stresalnik (Kuhler Shaker), 
▪ digestorij za sterilno delo ob ognju, 




▪ hladilnik (4 °C), 
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V sledečih podpoglavjih bomo predstavili shematske prikaze poskusov in metode, ki smo 
jih uporabili tekom eksperimentalnega dela.  
 
3.2.1 Določevanje reverzibilne vezave bakteriofaga PC5 in bakterije C. jejuni 
 
 
Slika 8: Osnovna shema poskusa za določevanje reverzibilne vezave bakteriofaga PC5 in bakterije C. jejuni 
 
Pred začetkom poskusa smo naredili kontroli bakteriofaga PC5 in bakterije C. jejuni v 
eksponentni fazi rasti, iz katerih smo pridobili podatke o začetnih koncentracijah bakterije 
in faga. Kontrolo bakterije smo opravili tudi po prvem vorteksiranju in na koncu poskusa. 
Kontrolo faga smo naredili tako, da smo v 900 µl SM pufra dodali 100 µl faga, naredili 
redčitveno vrsto in analizirali z metodo »spot assay« (glej poglavje 3.2.10). Kontrolo 
bakterije smo izvedli tako, da smo v 900 µl cMHB medija dodali 100 µl bakterije, naredili 
redčitveno vrsto in analizirali z metodo štetja kolonij (glej poglavje 3.2.9). 
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V vzorec za poskus (v nadaljevanju glavni vzorec) smo odpipetirali 4 ml cMHB medija, 1 
ml bakterije C. jejuni v eksponentni fazi rasti in 5 ml bakteriofaga PC5. Po 20 sekundah 
vorteksiranja smo 100 µl prenesli v 900 µl SM pufra in centrifugirali (8000 g/10 min/4 °C), 
da smo odstranili bakterije in komplekse bakteriofag-bakterija. Določitev PFU vrednosti 
smo opravili z metodo »spot assay«. Glavni vzorec smo medtem centrifugirali (8000 g/10 
min/4 °C) in za vzorčenje vzeli 100 µl supernatanta. Ostanek supernatanta smo odpipetirali 
in pelet resuspendirali v 10 ml cMHB medija. Celoten postopek t.i. spiranja prostih fagov 
smo ponovili še 5-krat. Vse redčene vzorce smo shranili v hladilnik na 4 °C in naslednji 
dan za redčitve, pri katerih so bili plaki števni (3-30 plakov na kapljico), opravili analizo z 
metodo »plaque assay«, ki je natančnejša.   
 
Iz dobljenih podatkov smo izračunali število infektivnih centrov, število skupnih prostih 
fagov, število skupnih vezanih fagov in število vezanih fagov na eno bakterijo. Podatke 
smo logaritmirali z naravnim logaritmom in grafično prikazali s pomočjo Freundlichove in 
Langmuirjeve adsorpcijske izoterme.  
 
3.2.2 Določanje konstante adsorpcije bakteriofaga T4 na bakterije E. coli 
 
Konstanto adsorpcije bakteriofagov na gostiteljsko celico predstavimo z adsorpcijsko 
konstanto (δ) (glej enačbo 12), ki je specifična za dani fag in bakterijo ter odvisna od 
fizičnih in kemičnih pogojev adsorpcije. Adsorpcijsko konstanto izražamo v enoti ml/min 
(Hyman in Abedon, 2009).     
 
V poskusu smo uporabili MOI vrednost 0,1, kar pomeni, da je bila koncentracija vstopnih 
fagov desetkrat manjša od koncentracije vstopnih bakterij. To izračunamo po naslednji 
enačbi (Hyman in Abedon, 2009): 
 
                                              MOI = 
š𝒕𝒆𝒗𝒊𝒍𝒐 𝒇𝒂𝒈𝒐𝒗
š𝒕𝒆𝒗𝒊𝒍𝒐 𝒃𝒂𝒌𝒕𝒆𝒓𝒊𝒋
                                                     … (11) 
 
Vzorec za poskus smo pripravili tako, da smo v epici zmešali 990 µl bakterije E. coli v 
eksponentni fazi rasti in 10 µl bakteriofaga T4, ki smo ga pred začetkom dela ogreli na 
sobni temperaturi. Koncentracijo vstopne bakterije E. coli smo določili tik pred začetkom 
poskusa, v kontrolnem poskusu z metodo štetja kolonij (glej poglavje 3.2.9) in je znašala 
9,83 × 107 CFU/ml. Kontrolo faga T4, ki predstavlja vstopni titer fagov smo opravili pri 
času 0 min in je znašal 1,35 × 107 PFU/ml. Poskus je potekal tako, da smo pri času 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 10, 15 in 20 min 10 µl vzorca prenesli v nove epice, v katere smo si pripravili 
90 µl SM pufra in 3 kapljice kloroforma. Te smo za vsaj 10 min prenesli na led. Nato smo 
vzorce redčili po Kochu in jih analizirali z metodo »spot assay« (glej poglavje 3.2.10). 
Dodatek kloroforma povzroči lizo bakterijske celice in s tem tudi fagov, ki se še niso 
formirali (Brown, 1956). Na ta način lahko določimo število prostih fagov v vzorcu.  
 
21 
Tovornik N. Preučevanje reverzibilne vezave bakteriofagov na bakterije. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
 
Dobljene vrednosti prostih bakteriofagov smo logaritmirali z naravnim logaritmom in 
grafično prikazali v odvisnosti od časa. Vrednostim na grafu smo določili umeritveno 
premico ter določili njen naklon. Iz dobljenih rezultatov smo izračunali konstanto stopnje 
adsorpcije (δ) po enačbi: 
                                                                    δ = - 
𝒌
𝑿
                                                        … (12) 
 
Vrednost k predstavlja naklon premice grafa, vrednost X pa začetno koncentracijo bakterij 




Slika 9: Osnovna shema poskusa za določanje konstante adsorpcije (δ). 
 
3.2.3 Določanje stopnje desorpcije bakteriofagov T4 s površine bakterije E. coli 
 
Za preučevanje reverzibilne vezave bakteriofagov T4 na bakterije E. coli smo poskus 
izvedli tako, da smo po 4-ih minutah adsorpcije (prvo centrifugiranje) supernatant z 
nevezanimi fagi odpipetirali in nato pelet z vezanimi fagi resuspendirali v LB mediju. 
Postopek centrifugiranja smo ponovili še dvakrat (t.i. spiranje prostih fagov) in nato z 
različnimi mediji poskusili doseči desorpcijo reverzibilno vezanih fagov. Desorpcijo smo, 
prav tako kot adsorpcijo, spremljali kot funkcijo časa. Mediji, ki smo jih preizkusili kot 
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sredstvo za desorpcijo so bili naslednji: 100-kratna redčitev v hladnem SM pufru ali LB 
mediju, dodatek 10 % etanola (hidrofobne interakcije), dodatek 3 M NaCl (sprememba 
ionske jakosti medija) in desorpcija v ultrazvočni kopeli (delovanje mehanskih sil). V vseh 
poskusih smo uporabili vrednost MOI = 0,1.   
 
Pred začetkom vsakega poskusa smo naredili kontrolni poskus za bakteriofag in bakterijo, 
ki nam je služil kot vir podatkov o začetni (vstopni) koncentraciji mikroorganizmov.  
Kontrolo faga T4 smo izvedli tako, da smo fag prvotno 100-krat redčili v 990 µl SM pufra 
(redčitev je potrebna, ker je vstopna koncentracija fagov v poskusu prav tako 100-krat 
redčena) in nato 10 µl redčenega faga prenesli v epico z 90 µl SM pufra ter naredili 
redčitveno vrsto po Kochu. Ustrezne redčitve smo analizirali z metodo »spot assay« (glej 
poglavje 3.2.10). Kontrolo bakterije E. coli smo izvedli po enakem postopku kot je opisano 
v poglavju 3.2.2).  
 
S poskusom smo pričeli, ko je bakterija dosegla eksponentno fazo rasti. Naš vzorec (v 
nadaljevanju glavni vzorec) je vseboval 990 µl bakterije in 10 µl faga. Takoj, ko smo 
zmešali fag in bakterijo, smo glavni vzorec vorteksirali 10 s. Za vzorčenje smo odvzeli 
dvakrat po 10 µl ter ga dodali k 90 µl SM pufra; ločeno za analizo s kloroformom in brez 
kloroforma. Glavni vzorec smo namestili v centrifugirko (3 min/8000 rpm/ sobna T). V 
tem času smo vzorec s kloroformom vorteksirali in prenesli na led ( »spot assay« smo 
naredili na koncu poskusa), iz vzorca brez kloroforma pa smo takoj pripravili redčitveno 
vrsto za »spot assay« (2 kapljici po 10 µl za posamezno redčitev). Po 3 min centrifugiranja 
smo 10 µl supernatanta ponovno analizirali, vendar tokrat samo v kloroformu, ker smo 
spremljali število prostih fagov. Preostanek supernatanta smo odpipetirali in pelet 
resuspendirali v 1 ml LB medija. Celoten postopek, tako imenovanega spiranja prostih 
fagov, smo ponovili še 2-krat. Po končanem spiranju smo spremljali desorpcijo fagov. 
Postopki se nekoliko razlikujejo zaradi različnih medijev, ki smo jih uporabili za 
desorpcijo: 
a) 100-kratna redčitev v hladnem SM pufru ali LB mediju 
Po tretjem spiranju smo pelet ponovno resuspendirali v 1 ml LB medija in vorteksirali 
10 s. Dvakrat po 10 µl vzorca smo analizirali s kloroformom in brez kloroforma. 
Dodatnih 10 µl vzorca pa smo prenesli v 990 µl SM pufra oz. LB medija, ki smo ga 
hranili na ledu. Analizo za desorpcijo z metodo »spot assay« smo opravili pri času 0, 5, 
10, 15 in 20 min (vzorčenje s kloroformom in brez kloroforma).  
b) Dodatek 10 % etanola 
Po tretjem spiranju smo pelet resuspendirali v 1 ml LB medija, ki je vseboval 10 % 
etanola. Desorpcijo smo spremljali pri času 0 in 10 min. 10 µl vzorca smo vzorčili v 
kloroformu in brez kloroforma. 
c) Dodatek 3 M NaCl 
Po tretjem spiranju smo pelet resuspendirali v 1 ml raztopine 3 M NaCl in LB medija. 
Desorpcijo smo spremljali pri času 0 in 10 min, prav tako s kloroformom in brez. 
d) Desorpcija z ultrazvokom 
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Po tretjem spiranju smo pelet resuspendirali v 1 ml LB medija in vzorčili s 
kloroformom in brez (čas 0 min). Nato smo vzorec za 5 min namestili v ultrazvočno 





Slika 10: Osnovna shema poskusa za določanje stopnje desorpcije bakteriofagov. 
 
3.2.4 Določevanje adsorbiranega bakteriofaga T4 in bakterije E. coli 
 
Skozi celoten poskus določevanja stopnje desorpcije fagov (slika 10) smo morali določiti 
določene nemerljive parametre, kot je npr. količina adsorbiranih bakteriofagov. To lahko 
določimo na osnovi masne bilance, ki jo lahko zapišemo na naslednji način (PFU/ml): 
 
Skupni fagi = prosti fagi + ireverzibilno vezani fagi + reverzibilno vezani fagi     … (13) 
 
Skupni fagi predstavljajo število fagov, ki jih vključimo v poskus. Njihovo koncentracijo 
smo določili v kontrolnem poskusu fagov in je odvisna od titra zaloge fagov ter volumna, 
ki ga odpipetiramo za poskus. Prosti fagi so tisti, ki se še niso uspeli vezati na gostiteljsko 
celico. Njihovo koncentracijo smo  spremljali z vzorčenjem v kloroformu in z vzorčenjem 
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supernatanta po centrifugiranju. Ireverzibilno vezani fagi oziroma infektivni fagi so tisti, ki 
povzročijo lizo gostiteljske celice. Njihove koncentracije nismo merili, temveč smo jo 
določili po enačbi: 
                                  infektivni centri = skupni fagi – prosti fagi                         … (14) 
 
Reverzibilno vezani fagi so tisti, ki se po tretiranju z desorpcijskim medijem, pojavljajo kot 
prosti fagi pri vzorčenju v kloroformu. Koncentracijo reverzibilno vezanih fagov lahko 
primerjamo s teoretičnim številom reverzibilno vezanih fagov, izračunanih po enačbi 13.  
 
3.2.5 Priprava eksponentne kulture C. jejuni 660  
 
Bakterijski sev C. jejuni 660 smo shranjevali v kriovialah pri -80 °C. Kulturo smo s cepilno 
zanko prenesli na plošče Columbia in jo konfluentno razmazali po površini. Plošče smo 24 
ur inkubirali v mikroaerobni atmosferi pri 42 °C. Naslednji dan smo kulturo bakterij, s 
cepilno zanko, prenesli v 50 ml gojišča cMHB in pomerili absorbanco pri 600 nm. Če je 
bilo začetne biomase dovolj, je bila absorbanca med 0,05 in 0,09. Kulturo smo ponovno 
inkubirali  14-16 ur pri 42 °C, mikroaerofilno. Pred uporabo smo rast preverili z merjenjem 
absorbance pri 600 nm. Narasti je morala za približno 0,05. 
 
3.2.6 Priprava prekonočne kulture bakterije E. coli DSM 18039 
 
Prekonočno kulturo bakterije E. coli DSM 18039 smo pripravili enkrat tedensko in je 
služila za dva do tri poskuse. Shranjevali smo jo v hladilniku pri 4 °C. 
50 ml tekočega LB medija, ki smo ga shranjevali v hladilniku pri 4 °C smo prelili v 
erlenmajerico in ga segreli na stresalniku na temperaturo 37 °C. Sev DSM 18039 bakterije 
E. coli, ki smo ga shranjevali v banki (-80 °C) smo s cepilno zanko nacepili v tekoči medij. 
Kulturo smo čez noč inkubirali na stresalniku pri 37 °C in 200 rpm. 
 
3.2.7 Priprava eksponentne kulture bakterije E. coli DSM 18039 
 
Za optimalno adsorpcijo bakteriofagov na bakterije smo potrebovali bakterije, ki so v 
eksponentni fazi rasti. Pred začetkom poskusa smo 5 ml tekočega LB medija, ki smo ga 
shranjevali pri 4 °C, prelili v centrifugirko in segreli v stresalniku na 37 °C. Nato smo 
dodali 2 % inokulum (100 µl) bakterije E. coli in spremljali rast z merjenjem optične 
gostote (OD vrednost) vsake pol ure. Ves čas smo v stresalniku vzdrževali ustrezne pogoje 
za rast bakterije (37 °C, 200 rpm). Meritev OD vrednosti smo opravili tako, da smo v 
luknjice na mikrotitrski plošči v triplikatih nanesli vzorce prekonočne kulture bakterije E. 
coli, LB medija in bakterije E. coli, ki je bila v fazi rasti. Volumen posameznega vzorca na 
luknjico je bil 200 µl. S čitalcem mikrotitrskih plošč (30 s stresanja, absorbanca pri 600 
nm) smo izmerili optično gostoto posameznih vzorcev. OD vrednost smo izračunali tako, 
da smo od povprečne vrednosti bakterije, ki je bila v fazi rasti, odšteli povprečno vrednost 
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ozadja (LB medij). Po približno eni uri in pol je naša bakterija dosegla eksponentno fazo 
rasti (OD vrednost med 0,12 in 0,17) in takrat smo začeli naš poskus, tako da smo zmešali 
vzorec bakterije v eksponentni fazi rasti in vzorec bakteriofagov. 
 
3.2.8 Priprava zaloge bakteriofaga T4 
 
V erlenmajerico smo nalili 100 ml tekočega LB medija in dodali 2 ml inokuluma (2 %) 
bakterije E. coli. Med rastjo bakterije v stresalniku (37 °C, 200 rpm) smo spremljali OD 
vrednost. Ko je bakterija dosegla eksponentno fazo rasti, smo v erlenmajerico dodali 100 
µl bakteriofaga T4 s koncentracijo 4×109 PFU/ml in čez noč inkubirali v stresalniku, da so 
se fagi namnožili. Naslednji dan smo brozgo centrifugirali (23 °C, 8000 rpm, 8 min), da 
smo ločili nastale bakteriofage in bakterije. Supernatant v katerem so bili novonastali fagi 
smo prelili v novo centrifugirko in ponovno centrifugirali pri istih pogojih. Supernatant 
smo znova prelili v novo centrifugirko in z metodo »spot assay« (glej Metode štetja 
plakov) določili optimalne redčitve pri katerih so plaki (bele lise, ki nastanejo na mestu, 
kjer bakteriofag lizira bakterijo) števni. Najustreznejša redčitev je tista, pri kateri nastane 
od 3 do 30 plakov. V našem primeru je bila najustreznejša redčitev 10-8, zato smo za 
natančnejšo določitev titra novonastalih fagov za to redčitev, uporabili metodo »plaque 
assay« (glej Metode štetja plakov). Tako smo določili koncentracijo banke fagov, ki je 
znašala 2,3 ×  1010 PFU/ml. Ker smo za poskus uporabili MOI vrednost 0,1, smo 
bakteriofage še dodatno 10-krat redčili. Tako smo pridobili zalogo fagov s koncentracijo 
1,63 × 109 PFU/ml. 
 
3.2.9 Metoda štetja kolonij 
 
Za določevanje koncentracije viabilnih bakterijskih celic v eksponentni fazi rasti, smo 
uporabili metodo štetja kolonij (CFU). Za določanje CFU (colonie-forming unit) pri E. coli 
smo uporabili petrijeve plošče z LB osnovnim agarjem in za določanje CFU pri C. jejuni 
plošče z AHB osnovnim agarjem. Vzorce bakterijske kulture v eksponentni fazi rasti smo z 
redčitvami po Kochu redčili v LB tekočem mediju (E. coli) oz. MHB mediju (C. jejuni). 
Redčitve smo z avtomatsko pipeto, v triplikatih, nanesli na označene predele na ploščah v 
obliki kapljic z volumnom 10 µl. Plošče smo čez noč inkubirali aerobno pri 37 °C (E. coli) 
oz. mikroaerofilno pri 42 °C (C. jejuni). Naslednji dan smo prešteli kolonije. Števna so bila 
tista polja, pri katerih smo našteli 3-30 kolonij na kapljico. Koncentracijo bakterijskih celic 
(X) z enoto CFU/ml smo izračunali po enačbi: 
 
                                                      X = N × R × 100                                                     … (15) 
 
N predstavlja povprečno število kolonij posameznih redčitev, R predstavlja redčitev. 
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3.2.10 Metode (štetja) plakov 
 
3.2.10.1 Štetje plakov z metodo »plaque assay« 
 
Pri delu z bakterijskimi virusi je osnovni cilj določevanje koncentracije infektivnih fagnih 
delcev. Najpogosteje uporabljena tehnika, pri kateri redčitve bakteriofagov zmešamo z 
gostiteljsko bakterijo in ustreznim mehkim gojiščem, se imenuje »plaque assay«. Med 
inkubacijo na gojišču zraste t.i. bakterijski biofilm, razen na mestu kjer infektivni 
bakteriofagi lizirajo bakterijske celice. Na teh mestih se pojavijo prosojne oz. brezbarvne 
lise, ki jih imenujemo plaki. Za infektivno fagno enoto uporabljamo izraz PFU (plaque-
forming unit). Zaradi novonastalih fagnih potomcev, ki so posledica posameznih 
inficiranih bakterij, se plaki širijo do te mere, da jih lahko zaznamo  s prostim očesom 
(Kropinski in sod., 2009).  
 
Pri poskusu smo uporabili prirejen protokol po Kropinski in sod., 2009. Pripravili smo si 
petrijeve plošče z osnovnim agarjem (LB osnovni agar za delo z E. coli in fagom T4 in 
NZCYM osnovni agar za delo s C. jejuni in fagom PC5), premera 70 mm. V SM pufru 
smo pripravili redčitveno vrsto vzorcev po Kochu. V posamezne epruvete s 3 ml mehkega 
agarja smo dodali 100 µl prekonočne kulture bakterije E. coli oz. kulture C. jejuni in 100 
µl vzorca ustrezne redčitve bakteriofagov. Ustrezne redčitve so tiste, pri katerih smo po 
inkubaciji našteli med 30 in 300 plakov. Vsebino epruvete smo vorteksirali in prelili čez 
plast osnovnega agarja. Ko se je mehki agar strdil, smo plošče prenesli v inkubator in jih 
čez noč inkubirali aerobno pri 37 °C (E. coli) oz. mikroaerofilno pri 42 °C (C. jejuni). 
Naslednji dan smo prešteli plake na ploščah in izračunali titer fagov (P) z enoto PFU/ml po 
formuli: 
 
                                                  P = N×R×10                                                               … (16) 
 
N predstavlja povprečno število plakov, ki smo jih našteli po inkubaciji posameznega 
vzorca redčitvene vrste, R predstavlja redčitev. Zaradi 100 µl volumna vzorca 
bakteriofagov, ki predstavlja stotino ml, moramo celotno enačbo pomnožiti s številom 10. 
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Slika 11: Plaki, ki so vidni z uporabo metode »plaque assay«. Pri ustrezni redčitvi vzorca bakteriofagov je 
število plakov na plošči med 30 in 300 (Phages DB, Y. Rhee, K. Moon, 2013) 
 
3.2.10.2 Štetje plakov z metodo »spot assay« 
 
Ta metoda je zelo uporabna, kadar želimo analizirati večje število vzorcev naenkrat. Zaradi 
uporabe majhnega volumna kapljic pri vzorčenju (10-20 µl) je metoda zelo ekonomična in 
učinkovita, vendar nekoliko manj natančna kot štetje po metodi »plaque asay« (Mazzocco 
in sod., 2009).  
 
V poskusu smo uporabili prirejen protokol po Mazzocco in sod., 2009. V posamezne 
epruvete, kjer smo shranjevali 5 ml mehkega agarja, smo dodali 100 µl prekonočne kulture 
bakterije E. coli oz. kulture C. jejuni, vorteksirali in prelili čez osnovni agar na petrijevi 
plošči (90 mm). Medtem ko se je agar sušil, smo pripravili redčitveno vrsto vzorcev za 
analizo po Kochu. Vzorce smo redčili v SM pufru. Ustrezne redčitve bakteriofagov, se 
pravi tiste, kjer je bilo zaznano število plakov po inkubaciji med 3 in 30, smo v duplikatih 
po kapljicah z volumnom 10 µl, nanesli na označena mesta na ploščah.  Pri delu z E. coli in 
fagom T4 smo vzorce nanašali na plošče z LB osnovnim in mehkim agarjem, pri delu s C. 
jejuni in fagom PC5 pa na plošče z NZCYM osnovnim in mehkim agarjem. Plošče smo 
čez noč inkubirali aerobno pri 37 °C (E. coli) oz. mikroaerofilno pri 42 °C (C. jejuni). 
Naslednji dan smo prešteli plake v posušenih kapljicah in izračunali titer fagov (P) z enoto 
PFU/ml po formuli: 
                                                  P = N×R×100                                                             … (17) 
 
N predstavlja povprečno število plakov, ki smo jih našteli po inkubaciji posameznega 
vzorca redčitvene vrste, R predstavlja redčitev. Zaradi nanosa kapljic z volumnom 10 µl, ki 
predstavlja stotino ml, moramo celotno enačbo pomnožiti s številom 100. 
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Slika 12: Plaki, ki so vidni po inkubaciji plošče čez noč z uporabo metode »spot assay«. Plaki so števni pri 
redčitvi -3 (1000-kratna redčitev), ker je število plakov v posamezni kapljici med 3 in 30 (Tovornik, 2017)  
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V tem poglavju bomo predstavili rezultate poskusov. Glavnino rezultatov predstavljajo 
poskusi za določanje stopnje desorpcije z različnimi desorpcijskimi mediji in sočasnim 
spremljanjem masnih bilanc, ki smo jih izvedli z E. coli in fagom T4 ter rezultati določanja 
adsorpcijske izoterme pri poskusu s C. jejuni in fagom PC5. Rezultate bomo predstavili v 
obliki preglednic, grafov in izračunanih vrednostih po že opisanih enačbah. 
 
4.1 REZULTATI POSKUSA Z BAKTERIJO C. jejuni IN FAGOM PC5 
 
4.1.1 Spremljanje masnih bilanc in določanje adsorpcijske izoterme 
 
Titer prostih fagov (PFU/ml) smo zasledovali z vzorčenjem supernatanta po vsakem 
centrifugiranju (spiranje prostih fagov). Najprej smo z metodo »spot assay« ugotovili pri 
katerih redčitvah so plaki števni, nato smo ustrezne redčitve analizirali še z natančnejšo 
metodo »plaque assay«. Rezultati so predstavljeni v preglednici 1. 
 










vezani fagi (%) 
1. spiranje 5,65E+06 45,41 54,59 6,08 
2. spiranje 4,85E+05 40,72 4,69 1,39 
3. spiranje 1,05E+05 39,71 1,01 0,38 
4.spiranje 2,20E+04 39,50 0,21 0,17 
5.spiranje 1,06E+04 39,40 0,10 0,07 
6.spiranje 7,00E+03 39,33 0,07 0,00 
skupaj 6,28E+06   
  Začetni fagi (PFU/ml) 1,04E+07 
  Začetne bakterije (CFU/ml) 5,33E+08 
  MOI 0,02 
   
Delež vezanih fagov smo izračunali iz razlike izmerjenih prostih fagov in njihove začetne 
vrednosti. V vsakem naslednjem koraku smo predpostavili, da imamo na celicah vezano 
prej določeno količino fagov in gledamo kolikšen delež se v posameznem koraku desorbira 
in kolikšen delež ostane vezan. Za fage, ki so ostali vezani po 6 spiranjih smo 
predpostavili, da so ireverzibilno vezani, torej jih ni smiselno upoštevati pri oceni 
ravnotežja reverzibilno vezanih fagov. Na osnovi tega razmisleka smo delež reverzibilno 
vezanih fagov izračunali tako, da smo od deleža vezanih fagov posameznih spiranj odšteli 
vrednost deleža vezanih fagov po zadnjem (6-em) spiranju – ireverzibilno vezani fagi.  
MOI vrednost (enačba 11) smo izračunali iz podatkov o koncentracijah vstopnih fagov in 
vstopnih bakterij. Infektivni centri predstavljajo število bakterij, ki so jih ireverzibilno 
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vezani fagi lizirali. Število infektivnih centrov izračunamo tako, da od števila vstopnih 
bakterij (5,33E+08 CFU/ml) odštejemo število bakterij, ki smo jih z metodo štetja kolonij 
analizirali v vzorcu po končanem poskusu (7,33E+06 CFU/ml). 
 
Pojav reverzibilno vezanih fagov lahko opišemo z adsorpcijskimi izotermami (sliki 13 in 
15), pri katerih upoštevamo delež reverzibilno vezanih in prostih fagov, ki so v ravnotežju 
z le-temi. Za opis smo uporabili dve različni adsorpcijski izotermi, Freundlichovo in 
Langmuirjevo. Prva je prikazana na sliki 13, njeni parametri pa nimajo natančnega 
fizikalnega pomena. Lahko le sklepamo, da bolj kot je krivulja strma, močnejša je 
reverzibilna vezava fagov. Ker v literaturi ne najdemo podatkov o eksperimentalnih 
vrednostih reverzibilne vezave fagov, je težko komentirati na osnovi eksperimentalnih 





Slika 13: Graf Freundlichove adsorpcijske izoterme, ki nam pove kolikšen je delež reverzibilno vezanih 
fagov glede na delež prostih fagov v vzorcu 
 
Če želimo pojav reverzibilno vezanih fagov prikazati z grafom Langmuirove adsorpcijske 
izoterme, je smiselno določiti koeficiente enačbe na osnovi njene linearizirane oblike 
(enačba 7) kot je prikazano na sliki 14. Iz enačbe y = 0,9429x + 0,6521 izračunamo 
vrednost qmax in Kc. Vrednost qmax = 1/0,6521 = 1,533. Vrednost konstante desorpcije 
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Slika 14: Graf linearne enačbe desorpcijske krivulje, s katero potrdimo ustreznost Freundlichove krivulje. 
Služi nam kot vir informacij o naklonu premice in presečišču z y osjo, iz katerih lahko izračunamo konstanto 
desorpcije (Kc) in teoretično maksimalno število veznih mest na posameznega adsorbenta (qmax). 
 
Podobno kot prej težko govorimo o smiselnosti dobljenih vrednosti, saj nimamo 
referenčnih podatkov iz literature. Prav tako pa moramo vedeti, da so podatki podani v 
obliki odstotkov in bi jih bilo potrebno pretvoriti v druge enote, če bi hoteli govoriti o 
jakosti desorpcije. Ne glede na to pa lahko ugotovimo, da je desorpcija prisotna, kar 
potrjuje prisotnost določenega števila reverzibilno vezanih fagov. Graf Langmuirjeve 





Slika 15: Graf Langmuirjeve adsorpcijske izoterme 
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4.2 REZULTATI POSKUSOV Z BAKTERIJO E. coli IN FAGOM T4 
 
4.2.1 Hitrost adsorpcije (konstanta adsorpcije) 
 
Koncentracijo prostih bakteriofagov v vzorcu smo spremljali z vzorčenjem v kloroformu in 
analizirali z metodo »spot assay«. Točke na grafu (slika 16) predstavljajo titer prostih 
fagov (PFU/ml) posameznega vzorca v časovnem intervalu 20 min. Iz grafa lahko 
razberemo, da titer fagov pričakovano pada. Njihovo število se namreč zmanjšuje zaradi 




Slika 16: Graf koncentracije prostih fagov (PFU/ml) v odvisnosti od časa. 
 
Za izračun konstante adsorpcije (δ) moramo določiti naklon premice, ki ga razberemo iz 
začetnega linearnega dela, če podatke prikazane na sliki 16 logaritmiramo kot je razvidno 
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Slika 17: Graf naravnega logaritma prostih fagov v odvisnosti od časa, če zajamemo celoten čas poskusa. 
Označen je linearni del.  
 
Vidimo, da je začetni del dejansko linearen. V tem delu je namreč sprememba števila 
bakterijskih celic majhna in jih lahko smatramo kot konstantne. Kasneje se delež celic 
vedno počasneje zmanjšuje, zato prihaja do odmika od linearnosti. Tako smo konstanto 
adsorpcije določili na osnovi podatkov prvih 8 minut, kot je prikazano na sliki 18. Iz 
začetne koncentracije bakterij (X = 9,83 × 107 CFU/ml) in koeficienta k = -0,3125 smo po 




Slika 18: Graf naravnega logaritma prostih fagov v odvisnosti od časa, če zajamemo prvih 8 min poskusa. Iz 
enačbe linearne premice dobimo podatek o smernem koeficientu, ki ga potrebujemo za izračun konstante 
adsorpcije. 
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4.2.2 Desorpcija v 100-krat redčenem hladnem SM pufru in LB mediju ter     
spremljanje masnih bilanc 
 
Na osnovi podatkov iz grafa 16 smo predvidevali, da se bo po približno 4-ih minutah 
poskusa adsorpcije (1 centrifugiranje), večina fagov vezala na celice, zato smo tak 
postopek določili za nadaljno spremljanje desorpcije fagov. Najprej smo za določitev 
desorpcije izvedli dodatno spiranje in nato še 100-kratno redčenje v hladnem mediju, ki 
smo ga hranili na ledu. Drugi način desorpcije smo spremljali naslednjih 20 minut. Nižja 
temperatura bi lahko vplivala na hidrofobne interakcije, ki so entropično pogojene. 
Dodaten razlog za morebitno desorpcijo, bi lahko bilo redčenje vzorca (nižja koncentracija 
v raztopini pomeni nižje število reverzibilno vezanih fagov, v primeru šibke interakcije). 
Zaradi majhne količine vzorca (10 µl), ki smo ga dodali v 990 µl hladnega medija lahko 
tudi predpostavimo, da je desorpcija potekala na temperaturi hladnega medija. 
 
Vrednost MOI smo določili pred začetkom poskusov in naj bi znašala 0,1, kar sovpada s 
podatki iz preglednice 2, kjer smo vrednost izračunali iz podatkov o vstopnih fagih in 
bakterijah. Če primerjamo podatke o vezanih fagih, ki predstavljajo infektivne centre, 
lahko pri vseh poskusih ugotovimo, da se njihovo število praktično ne spreminja, zato ne 
moremo določiti konstante infekcije. Koncentracijo vezanih fagov v posameznem koraku 
smo določili tako, da smo od predhodne koncentracije vezanih fagov odšteli koncentracijo 
desorbiranih fagov. Supernatant z nevezanimi fagi smo po centrifugiranju odpipetirali. 
 
Preglednica 2: Masne bilance fagov in bakterij pri posameznih ponovitvah poskusa desorpcije s spiranjem in 
100-kratnim redčenjem v hladnem mediju  
 
 
Nevezani fagi so tisti, ki smo jih po prvem centrifugiranju analizirali v supernatantu 
vzorca. Rezultati kažejo, da se je vezalo zelo malo fagov. V poskusu 1 40 %, v poskusu 2 
26 % in v poskusu 3 le 8 % začetnih fagov, kar je v nasprotju s pričakovanji. Supernatant 
smo nato odpipetirali in pelet resuspendirali v SM pufru oz. LB mediju. Po drugem in 
nevezani desorbirani nevezani desorbirani nevezani desorbirani
1,20E+07 8,00E+06 1,40E+07 5,00E+06 1,65E+07 1,50E+06
8,50E+04 7,92E+06 1,05E+05 4,90E+06 2,45E+05 1,26E+06
9,00E+03 7,91E+06 8,00E+03 4,89E+06 9,50E+03 1,25E+06
0,00E+00 7,91E+06 0,00E+00 4,89E+06 0,00E+00 1,25E+06
0,00E+00 7,91E+06 0,00E+00 4,89E+06 0,00E+00 1,25E+06
0,00E+00 7,91E+06 0,00E+00 4,89E+06 0,00E+00 1,25E+06
0,00E+00 7,91E+06 0,00E+00 4,89E+06 0,00E+00 1,25E+06
0,00E+00 7,91E+06 0,00E+00 4,89E+06 0,00E+00 1,25E+06
9,40E+04 1,13E+05 2,55E+05
0,17
Poskus 3 (LB medij)





Poskus 2 (SM pufer)
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tretjem centrifugiranju smo analizirali proste fage, ki so se desorbirali od resuspendiranega 
peleta. Ti lahko predstavljajo reverzibilno vezane fage in morebitne proste fage, ki so ostali 
ujeti v medceličnem prostoru. Z nadaljnjim redčenjem v hladnem mediju desorpcije nismo 
zaznali. Tudi pri ponovitvi poskusa, kjer smo z metodo »spot assay« namesto 10-krat 
redčenega vzorca, analizirali 2-krat redčen vzorec, na petrijevi plošči nismo zaznali prav 
nobenega plaka.  
 
Iz podatkov v preglednici 2 lahko razberemo, da je koncentracija vezanih fagov najvišja po 
prvem centrifugiranju (spiranju), nato rahlo pade in se ustali. Rezultat je pričakovan, saj 





Slika 19: Graf spremljanja koncentracije desorbiranih fagov pri posameznih poskusih desorpcije v 100-krat 
redčenem hladnem mediju v odvisnosti od časa. 
 
Koncentracijo desorbiranih fagov prikazuje graf na sliki 19. Nekoliko izstopa vrednost 
desorbiranih fagov 2,45 × 105 PFU/ml, ki smo jo zabeležili v tretjem poskusu. Po tretjem 
spiranju smo v vseh poskusih zaznali minimalno število desorbiranih fagov. V naslednjih 
20 minutah poskusa desorpcije z redčenjem v hladnem mediju pa do desorpcije ni prišlo.  
 
4.2.3 Desorpcija z dodatkom 10 % etanola in spremljanje masnih bilanc 
 
Prvi del poskusa smo izvedli enako kot v prejšnjem primeru. Rezultati vezave na 
gostiteljske celice kažejo, da se je po prvem centrifugiranju, v poskusu 1 adsorbiralo 55 % 




























poskus 1 poskus 2 poskus 3
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fagov z dodatkom etanola tokrat spremljali nadaljnjih 10 minut. MOI vrednost v prvem 
poskusu, ki znaša 0,23, je nekoliko višja od zastavljene vrednosti 0,1. 
 
Preglednica 3: Masne bilance fagov in bakterij pri posameznih ponovitvah poskusa desorpcije s spiranjem in 
v mediju z dodatkom 10 % etanola 
 
 
Iz preglednice 3 je razvidno, da smo v prvem poskusu s spiranjem dosegli skupno 
koncentracijo desorbiranih fagov 1,91 × 105 PFU/ml in v drugem poskusu koncentracijo 
1,19 × 105 PFU/ml. Dodatek etanola, ki šibi vezavo med fagi in bakterijami zaradi 
morebitnih hidrofobnih interakcij, je v desorpcijskem mediju prav tako povzročil 
desorpcijo. V prvem poskusu smo na ta način dodatno desorbirali še 1,1 × 104 PFU/ml in 
pri drugem poskusu skupno 2,85× 104 PFU/ml. Grafični prikaz desorpcije je prikazan na 




Slika 20: Graf spremljanja koncentracije desorbiranih fagov v odvisnosti od časa pri poskusih desorpcije v 
mediju z dodatkom 10 % etanola. 
nevezani desorbirani nevezani desorbirani
9,50E+06 1,15E+07 9,00E+06 1,00E+06
1,80E+05 1,13E+07 1,10E+05 8,90E+05
1,10E+04 1,13E+07 8,50E+03 8,82E+05
8,00E+03 1,13E+07 2,20E+04 8,60E+05





Začetni fagi (PFU/ml) 2,10E+07 1,00E+07






Poskus 1 Poskus 2
Prosti fagi (PFU/ml) Vezani fagi 
(PFU/ml)































poskus 1 poskus 2
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4.2.4 Desorpcija z dodatkom 3 M NaCl in spremljanje masnih bilanc 
 
Desorpcijski medij z dodatkom 3 M NaCl, s katerim smo povzročili spremembo ionske 
jakosti in posledično spiranje fagov, ki bi lahko bili reverzibilno vezani na celice preko 
ionskih interakcij, smo pustili delovati 10 minut. Rezultati na sliki 21 kažejo, da smo tudi s 
tem medijem dosegli minimalno desorpcijo domnevno reverzibilno vezanih fagov.  
 
Iz preglednice 4 lahko razberemo, da je MOI vrednost (0,35) v prvem poskusu nekoliko 
višja od pričakovane (0,1). To lahko pomeni, da smo imeli že na začetku poskusa na voljo 
manjšo koncentracijo bakterij, kar je lahko posledica na novo pripravljene prekonočne 
kulture bakterij. Druga možnost je lahko visok relativni standardni odklon, ki ga moramo 
upoštevati pri štetju kolonij. 
 
Preglednica 4: Masne bilance fagov in bakterij pri posameznih ponovitvah poskusa desorpcije s spiranjem in 
v mediju z dodatkom 3 M NaCl 
 
 
Odstotek adsorbiranih fagov po prvem centrifugiranju v prvem poskusu znaša 24 % in v 
drugem poskusu 35 %, kar zopet predstavlja precej manjši delež vezanih fagov od 
pričakovanega, glede na rezultate poskusa konstante adsorpcije. Koncentracije vezanih 
fagov se zopet bistveno ne spreminjajo. 
 
S spiranjem smo dosegli skupno koncentracijo desorbiranih fagov 2,06 × 105 PFU/ml v 
prvem poskusu in 1,82 × 105 PFU/ml v drugem poskusu. Z dodajanjem 3 M NaCl smo 
dodatno desorbirali še 2,5 × 103 PFU/ml v prvem poskusu in 4 × 103 PFU/ml v drugem 
poskusu. Grafični prikaz desorpcije je prikazan na sliki 21. 
 
nevezani desorbirani nevezani desorbirani
1,75E+07 5,50E+06 7,50E+06 4,00E+06
1,95E+05 5,31E+06 1,75E+05 3,83E+06
1,05E+04 5,29E+06 7,00E+03 3,82E+06
1,00E+03 5,29E+06 1,00E+03 3,82E+06





Začetni fagi (PFU/ml) 2,30E+07 1,15E+07






Poskus 1 Poskus 2
Prosti fagi (PFU/ml) Vezani fagi 
(PFU/ml)
Prosti fagi (PFU/ml) Vezani fagi 
(PFU/ml)
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Slika 21: Graf spremljanja koncentracije desorbiranih fagov v odvisnosti od časa pri poskusih desorpcije v 
mediju z dodatkom 3 M NaCl. 
 
4.2.5 Desorpcija z ultrazvočno kopeljo in spremljanje masnih bilanc 
 
S tem, ko smo vzorec za 5 min potopili v ultrazvočno kopel, smo dosegli, da so 
visokofrekvenčni zvočni valovi pretresli celice. Zaradi vrtinčenja tekočine bi lahko prišlo 
do desorpcije reverzibilno vezanih fagov. Na podlagi rezultatov, ki so prikazani na sliki 22, 
lahko skepamo, da smo tudi na ta način dosegli desorpcijo majhne količine fagov.  
 
Preglednica 5: Masne bilance fagov in bakterij pri posameznih ponovitvah poskusa desorpcije s spiranjem in 
tretiranjem v ultrazvočni kopeli 
 
 
Iz preglednice 5 je razvidno, da je MOI vrednost enaka tisti, ki smo si jo zastavili pred 
začetkom poskusa (0,1). Delež vezanih fagov po prvem centrifugiranju je bil izjemno nizek 






























poskus 1 poskus 2
nevezani desorbirani nevezani desorbirani
1,05E+07 3,50E+05 6,50E+06 2,00E+06
1,15E+05 2,35E+05 1,50E+05 1,85E+06
8,50E+03 2,27E+05 6,00E+03 1,84E+06









Začetni fagi (PFU/ml) 1,09E+07
1. spiranje
2. spiranje
Poskus 1 Poskus 2
Prosti fagi (PFU/ml) Vezani fagi 
(PFU/ml)
Prosti fagi (PFU/ml) Vezani fagi 
(PFU/ml)Čas
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V primeru nizke koncentracije vezanih delcev lahko pričakujemo, da bo tudi desorpcija 
precej manjša, česar pa rezultati iz preglednice 5 ne potrjujejo. Večja verjetnost je, da je 
prišlo napake pri štetju plakov, ki predstavljajo nevezane proste fage. Iz vrednosti 
nevezanih fagov smo namreč izračunali delež vezanih fagov. Do napak lahko pride zaradi 
zelo majhnih volumnov kapljic (10 µl), ki jih pri metodi »spot assay« nanašamo na 
petrijeve plošče. Že nekaj več ali manj plakov, ki jih nato preštejemo pa lahko pomeni 





Slika 22: Graf spremljanja koncentracije desorbiranih fagov v odvisnosti od časa pri poskusih desorpcije v 
ultrazvočni kopeli. 
 
S spiranjem smo dosegli skupno koncentracijo desorbiranih fagov 1,24 × 105 PFU/ml v 
prvem poskusu in 1,56 × 105 PFU/ml v drugem poskusu. Z dodajanjem 3 M NaCl smo 
dodatno desorbirali še 3 × 103 PFU/ml v prvem poskusu in 4,5 × 103 PFU/ml v drugem 
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5.1 REZULTATI POSKUSA Z BAKTERIJO C. jejuni IN FAGOM PC5 
 
5.1.1 Določanje krivulje desorpcije s pomočjo Langmuirjeve adsorpcijske izoterme 
 
Cilj poskusa je bil ugotoviti kolikšen delež bakteriofagov se na gostiteljsko celico veže 
reverzibilno, torej na način, da je še vedno možna desorpcija fagov s površine celične stene 
bakterij. Skozi poskus smo, najprej z metodo »spot assay« in nato še z metodo »plaque 
assay«, spremljali koncentracijo prostih fagov v vzorcu. Rezultate, ki so prikazani v 
preglednici 1, smo pridobili z metodo »plaque assay«. Po zadnjem centrifugiranju se je 
začetna koncentracija fagov 1,04 × 107 PFU/ml zmanjšala za 6,28 × 106 PFU/ml. Iz tega 
teoretično lahko izračunamo, da je koncentracija nevezanih fagov 4,12 × 106 PFU/ml, kar 
predstavlja 60 % vstopnih fagov. Iz tega lahko sklepamo, da se bakteriofag PC5 pod 
danimi pogoji, slabo veže na sev bakterije C. jejuni 660. Po drugi strani pa nam podatki o 
infektivnih centrih nakazujejo, da je bilo od začetnih bakterij s koncentracijo 5,33 × 108 
CFU/ml, okuženih kar 5,26 × 108 CFU/ml bakterij, kar predstavlja skoraj 99 % vstopnih 
bakterij. V tem primeru bi to pomenili zelo dobro vezavo fagov na bakterije. Ali so 
zanesljivejši podatki o koncentraciji prostih fagov ali bakterij ne moremo zagotovo vedeti. 
Glede na to, da je bila MOI vrednost 0,02, kar pomeni, da je bilo vstopnih bakterij skoraj 
15-krat več kot fagov, je težko verjetno, da so bili fagi sposobni okužiti vse bakterije. 
Opremo se lahko na raziskave adsorpcije faga PC5 na bakterijo C. jejuni (Horvat, 2015) iz 
katerih je razvidno, da je konstanta adsorpcije precej nizka, kar govori v prid počasne 
vezave faga PC5 na C. jejuni. Latentna perioda faga PC5 naj bi trajala od 60 do 90 minut 
(Horvat, 2015), kar pomeni, da do sprostitve novonastalih fagov v našem poskusu, ki je 
trajal eno uro, ni prišlo. 
 
Z adsorpcijskimi izotermami, kot je npr. tudi Langmuirjeva adsorpcijska izoterma, 
ponazorimo kako se delci (virusi) adsorbirajo glede na število aktivnih mest v raztopini. 
Pove nam, kako se nasičuje površina oziroma kakšna je kapaciteta neke površine, odvisno 
od koncentracije. Če Langmuirjevo adsorpcijsko izotermo (enačba 7) nekoliko 
preoblikujemo, lahko namesto adsorbirane koncentracije, grafično spremljamo 
koncentracijo desorbiranih delcev, ki v našem primeru predstavljajo reverzibilno vezane 
fage. Delež reverzibilno vezanih fagov v odvisnosti od deleža prostih fagov v vzorcu, smo 
prikazali na sliki 13. Rezultat grafične ponazoritve je desorpcijska krivulja, ki ima obliko 
potenčne funkcije. R2 ima vrednost 0,9944, kar pomeni izredno dobro ujemanje z 
eksperimentalnimi podatki. Enačba krivulje je zapisana v obliki Freundlichove 
adsorpcijske izoterme, ki pa nima pravega fizikalnega pomena. Bolj reprezentativen je opis 
podatkov z  Langmuirjevo izotermo (enačba 5), katere dobro ujemanje vidimo, če podatke 
primerjamo v linearizirani obliki (enačba 7). Graf linearne enačbe, ki je prikazan na sliki 
14, nam služi kot vir informacij o naklonu premice in presečišču z y osjo, iz katerih lahko 
izračunamo konstanto desorpcije (Kc) in teoretično maksimalno število veznih mest na 
posameznega adsorbenta (qmax). Vrednost qmax znaša 1,533 in vrednost Kc znaša 1,445. 
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Smiselnost teh podatkov je težko komentirati, saj v literaturi nismo zasledili podobnih 
raziskav.  
 
5.2 REZULTATI POSKUSOV Z BAKTERIJO E.coli IN FAGOM T4 
 
5.2.1 Hitrost adsorpcije (konstanta adsorpcije faga T4 na E. coli DSM 18039) 
 
S pojmom bakteriofagne adsorpcije zajamemo čas od trenutka, ko združimo kulturo fagov 
in gostiteljskih bakterij, torej čas iskanja gostitelja, do trenutka, ko pride do uspešne vezave 
fagov na gostiteljske celice. Hitrost vezave običajno predstavimo s količino, ki ji pravimo 
konstanta adsorpcije in je predstavljena z enotami volumna v odvisnosti od časa (navadno 
ml/min). Upoštevati moramo dejstvo, da je konstanta adsorpcije odvisna od vrste bakterij 
in fagov ter danih pogojev adsorpcije. Pričakujemo pa lahko, da bo vrednost konstante 
približno enaka za določeno homogeno suspenzijo bakterij in njenih fagov, kadar 
zagotovimo enake pogoje adsorpcije. Na hitrost adsorpcije vpliva tudi velikost bakterije in 
njeno fiziološko stanje. Bakterije imajo več življenjskih (rastnih) faz in v določeni fazi rasti 
lahko fagne receptorje izražajo močneje (Hyman in Abedon, 2009). To je razlog, da smo 
naš poskus adsorpcije in ostale poskuse izvedli v eksponentni fazi rasti bakterije E. coli. 
 
Adsorpcijo smo spremljali 20 minut. Ugotovili smo, da se velika večina fagov (91 %) veže 
v prvih osmih minutah poskusa, saj se je titer prostih fagov z začetno koncentracijo 1,35 × 
107 zmanjšal na koncentracijo 1,25 × 106. V naslednjih 12-ih minutah, torej do konca 
poskusa, je koncentracija prostih fagov padla do vrednosti 3,5 × 105, kar predstavlja 
nadaljnjih 6 % vezanih fagov. Sklepamo lahko, da je bilo ob koncu poskusa prostih le še 3 
% fagov. Glede na to, da je bila MOI vrednost 0,14, lahko trdimo, da bi v primeru 
nadaljevanja poskusa prišlo do vezave skoraj vseh fagov. 
 
Za določanje adsorpcijske konstante smo spremljali število prostih fagov v vzorcu, tako da 
smo za vzorčenje poleg SM pufra dodali nekaj kapljic kloroforma, ki v trenutku ubije 
bakterijske celice, medtem ko na adsorpcijo ne vpliva. Padanje titra prostih fagov, v prvih 
8-ih minutah poskusa, smo prikazali grafično v odvisnosti od časa. Rezultati so prikazani 
na sliki 16. Padajočim točkam na grafu (prosti fagi) smo z metodo linearne regresije 
določili trendno črto (premico), ki ponazarja najboljše ujemanje z grafičnimi rezultati. 
Določili smo ji enačbo premice in vrednost R2, ki je v našem primeru znašal 0,97. Iz 
enačbe premice smo odčitali koeficient (k), ki je negativen zaradi trenda padanja premice 
in znaša -0,3125. Adsorpcijsko konstanto smo na podlagi podatkov o začetni koncentraciji 
bakterij (9,83 × 107 CFU/ml)  in koeficienta premice izračunali po enačbi 12. Izračunana 
vrednost je znašala 3,18 × 10-9 ml/min. Adsorpcijske konstante na intervalu od 2 × 10-9 
ml/min do 10 × 10-9 ml/min štejemo med visoke adsorpcijske konstante, medtem ko 10-
krat ali večkrat manjše uvrščamo med nizke adsorpcijske konstante (Bull in Wang, 2010). 
Na podlagi tega lahko trdimo, da smo v poskusu adsorpcije, pod danimi pogoji, dosegli 
visoko stopnjo adsorpcijske konstante, kar pomeni, da se bakteriofag T4 dobro in 
predvsem hitro veže na sev bakterije E. coli DSM 18039.  
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5.2.2 Primerjava med različnimi mediji za desorpcijo reverzibilno vezanih fagov 
 
Fazo adsorpcije delimo na dva zaporedna koraka. Prvi je reverzibilna vezava fagov na 
celično steno gostitelja, ki je posledica uspešnih trkov, medtem ko se fagi po mediju prosto 
premikajo s pomočjo difuzije. Sledi ji ireverzibilna vezava, ki je predpogoj za vstop 
genetskega materiala v celico gostitelja in s tem lize bakterijske celice. Za razliko od 
ireverzibilno vezanih fagov, se reverzibilno vezani fagi, pod določenimi pogoji, lahko 
odlepijo od gostitelja, ne da bi pri tem izgubili svojo naravo infektivnosti.  
 
Cilj poskusov je bil ugotoviti, ali lahko s spiranjem in z različnimi mediji povzročimo 
desorpcijo reverzibilno vezanih fagov in če da, kakšna je koncentracija desorbiranih 
delcev. Predvidevali smo, da nekateri fagi ne inficirajo celic, ker se na celično steno 
adsorbirajo s kapsido, za uspešno infekcijo pa je nujno, da je fag usmerjen tako, da je 
bazalna plošča tista, ki je v stiku s celično steno. 
 
V prvih treh poskusih (slika 19) smo preverili ali sprememba temperature iz 21 °C (sobna 
temperatura) na 0 °C (led) in hkratno 100-kratno redčenje v SM pufru, povzroči desorpcijo 
fagov. Temperatura lahko vpliva na hidrofobne interakcije zaradi njihove entropične 
narave, redčenje pa povzroči desorpcijo ne glede na naravo interakcij, če le te niso 
premočne. Rezultati so pokazali, da bakteriofagov s to metodo ni bilo mogoče desorbirati. 
Ker bi lahko SM pufer sam po sebi ustvarjal optimalnejše pogoje za vezavo fagov, smo 
redčenje izvedli tudi v LB mediju. Tudi tokrat so bili rezultati enaki, niti po 5-ih in niti po 
20-ih minutah nismo zaznali prav nobene koncentracije desorbiranih delcev. Glede na to, 
da smo redčitveno vrsto začeli z 10-krat redčenim vzorcem, smo preverili tudi ali bi pri 
manjši, 2-kratni redčitvi zaznali desorbirane fage, vendar so bili rezultati enaki. Sklepamo 
lahko, da omenjeni medij ni učinkovito sredstvo za desorpcijo. Iz rezultatov spremljanja 
masnih bilanc (preglednica 2) lahko ugotovimo, da je povprečna koncentracija vstopnih 
fagov 1,9 × 107 PFU/ml in povprečna koncentracija vstopnih bakterij 1,11 × 108 CFU/ml, 
kar pomeni, da MOI ustreza zastavljeni vrednosti 0,1. Koncentracija vezanih fagov se 
skozi poskus bistveno ne spreminja, kar je pričakovano, saj smo supernatant s prostimi fagi 
po prvem centrifugiranju odpipetirali, zato vezava teh fagov na celice ni bila več mogoča. 
V nasprotju s pričakovanji rezultati kažejo, da se je po 4-ih minutah poskusa adsorbiral le 
majhen delež fagov, v povprečju 25 %. Razlog je lahko vpliv centrifugiranja na vezavo 
fagov. Koncentracije desorbiranih oz. domnevno reverzibilno vezanih fagov, ki smo jih 
dosegli s spiranjem v posameznih poskusih, znašajo 9,4 × 104 PFU/ml, 1,13 × 105 PFU/ml 
in 2,55 × 105 PFU/ml. Te vrednosti v odstotkih predstavljajo 0,47 %, 0,59 % in 1,41 % 
desorbiranih fagov. Zaključimo lahko, da smo v teh poskusih, glede na začetne 
koncentracije fagov. dosegli povprečno desorpcijo 0,83 % domnevno reverzibilno vezanih 
fagov. 
 
V nadaljnih dveh poskusih smo ugotavljali ali bi lahko hidrofobne interakcije, ki 
povzročijo morebitno ireverzibilno vezavo, ošibili z dodatkom 10 % etanola LB mediju, in 
povzročili morebitno desorpcijo reverzibilno vezanih fagov. Iz grafa na sliki 20 lahko 
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razberemo, da smo na ta način povzročili rahlo desorpcijo domnevno reverzibilno vezanih 
fagov (1,1 × 104 PFU/ml v prvem poskusu in 2,85 × 104 PFU/ml v drugem poskusu). Z 
mikrobiološkega vidika številka sicer ne predstavlja velike količine desorbiranih fagov, 
vendar lahko glede na prejšnji poskus, ko fagov sploh nismo zaznali, sklepamo na obstoj 
reverzibilne vezave. Še večjo potrditev bi dosegli, če bi bila koncentracija fagov po 
desorpciji s tem medijem višja od tiste, ki smo jo zaznali s spiranjem. To bi pomenilo, da 
se je desorbiral večji delež tistih fagov, ki so že bili prilepljeni na celično steno bakterije. V 
posameznih poskusih smo skupno (s spiranjem in z dodatkom etanola) dosegli 
koncentraciji desorbiranih fagov 2,02 × 105 PFU/ml in 1,47 × 105 PFU/ml, kar predstavlja 
0,96 % in 1,47 %. Zaključimo lahko, da je, glede na začetne koncentracije fagov v teh 
poskusih, delež desorbiranih (domnevno reverzibilno vezanih) fagov v povprečju znašal 
1,22 %, od tega 0,17 % predstavlja desorpcijo zaradi dodatka etanola. Adsorpcija je bila 
zopet majhna, v povprečju se je v poskusu adsorbiralo 32 % fagov. Poleg tega smo opazili, 
da je tedenska prekonočna kultura bakterije, ki smo jo uporabili v teh dveh poskusih, 
potrebovala več časa, da je dosegla eksponentno fazo rasti. Običajno je bakterija OD 
vrednost med 0,12 in 0,17 dosegla v približno eni uri in pol, v tem primeru pa je 
potrebovala skoraj dve uri in pol. 
 
Z namenom preverjanja ali so morebitni reverzibilno vezani fagi adsorbirani preko ionskih 
interakcij, smo po tretjem spiranju LB mediju dodali 3 M NaCl. Rezultati na sliki 21 
kažejo, da smo s tem medijem prav tako povzročili rahlo desorpcijo fagov (2,5 × 103 
PFU/ml v prvem poskusu in 4 × 103 PFU/ml v drugem poskusu). Ugotovimo lahko, da je 
bilo to desorpcijsko sredstvo nekoliko manj učinkovito kot etanol, vendar je razlika 
zanemarljiva. V posameznih poskusih smo skupno (s spiranjem in z dodatkom NaCl) 
dosegli koncentraciji desorbiranih fagov 2,08 × 105 PFU/ml in 1,86 × 105 PFU/ml, kar 
predstavlja 0,90 % in 1, 62 %. Zaključimo lahko, da je, glede na začetne koncentracije 
fagov v teh poskusih, delež desorbiranih (domnevno reverzibilno vezanih) fagov v 
povprečju znašal 1,26 %, od tega 0,02 % zaradi dodatka NaCl. Delež je praktično 
identičen kot v poskusu z etanolom. Adsorpcija je bila zopet majhna, v povprečju se je v 
poskusu na celice vezalo 30 % fagov. Rezultati masnih bilanc v preglednici 4 nam povedo, 
da je MOI vrednost v prvem poskusu nekoliko odstopala od zastavljene 0,1 in je znašala 
0,35. Razlog je v nižji koncentraciji vstopnih bakterij, ki smo jih določili v kontrolnem 
poskusu z metodo štetja kolonij.  
 
Pri zadnjih dveh poskusih smo preverjali kako delovanje mehanskih sil, ki smo jih 
inducirali z ultrazvokom, vpliva na desorpcijo fagov (slika 22). S tretiranjem vzorca v 
ultrazvočni kopeli namreč povzročimo vibriranje celice, ki je dokaj intenzivno in bi lahko 
povzročilo, da bi se morebitni reverzibilno vezani fagi odlepili od celične stene. Po 5-ih 
minutah tretiranja v ultrazvočni kopeli smo v posameznem poskusu v vzorcu zaznali 
koncentraciji desorbiranih fagov z vrednostjo  3 × 103 PFU/ml in 4,5 × 103 PFU/ml, kar 
predstavlja 0,04 % začetnih fagov. Torej lahko ugotavljamo, da nam tudi ta metoda 
desorpcije nakazuje na prisotnost nizkega števila reverzibilno vezanih fagov. Z 
upoštevanjem desorbiranih delcev, ki smo jih dodatno dosegli s spiranjem so tako skupne 
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koncentracije domnevno reverzibilno vezanih fagov posameznih poskusov 1,27 × 105 
PFU/ml in 1,61 × 105 PFU/ml. V deležih vrednosti predstavljata 1,17 % in 1,89 % oziroma 
v povprečju 1,53 % desorbiranih fagov, glede na začetne koncentracije fagov. Vrednost je 
primerljiva z rezultati poskusov z etanolom in NaCl. MOI vrednosti so bile tokrat zelo 
ustrezne (0,11 in 0,06). Vezava fagov na celice po prvem centrifugiranju je bila zopet 
majhna, adsorbiralo se je v povprečju le 14 % fagov pri čemer ne moremo spregledati 
dejstva, da se je v enem od poskusov vezalo le 3 % fagov. Kot smo že ugotovili obstaja 
verjetnost, da je v tem primeru prišlo do napake pri štetju plakov, ki so predstavljali 
























































































100-kratno redčenje v hladnem mediju ultrazvočna kopel
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Slika 23 prikazuje kako učinkovita so bila posamezna desorpcijska sredstva. Če 
povzamemo rezultate lahko ugotovimo, da smo največ delcev v povprečju desorbirali z 
dodatkom etanola (0,17 % začetnih fagov). Z dodajanjem NaCl smo dosegli povprečno 
desorpcijo 0,02 %, s tretiranjem v ultrazvočni kopeli povprečno 0,04 %, medtem ko s 100-
kratnim redčenjem v hladnem mediju desorpcije nismo zaznali. Glede na to, da smo pri 
posameznih spiranjih in pri posameznih medijih desorpcije spremljali le začetno in končno 
koncentracijo desorbiranih fagov, konstante desorpcije nismo mogli določiti. Iz grafa lahko 
razberemo, da so bili vsi mediji, z izjemo 100-kratnega redčenja v hladnem mediju, enako 
neučinkoviti. Z mikrobiološkega vidika so namreč vrednosti, ki so na grafu sicer vidne kot 
različne, praktično enake.  
 
Pri vseh poskusih različnih metod desorpcije smo prišli do nekaj splošnih ugotovitev. 
Posamezni poskusi so med seboj ponovljivi, kar pomeni, da je bil protokol dobro 
zastavljen in lahko izključimo verjetnost naključnega izida rezultatov. Slabost tovrstnih 
poskusov je, da z metodo »spot assay«, ki je sicer hitra, dobimo zelo nenatančne rezultate. 
To bi lahko izboljšali, če bi vse vzorce analizirali z metodo »plaque assay«, vendar ta 
predstavlja višje stroške. Posamezni rezultati poskusov lahko med sabo variirajo tudi 
zaradi uporabe druge prekonočne kulture bakterij, medtem ko je bil titer fagov uporabljen 
vedno iz iste banke.  Glede na to, da smo v poskusu hitrosti adsorpcije dokazali, da se fag 
T4 zelo hitro in zelo dobro veže na bakterijo E. coli, smo pričakovali, da bodo 
koncentracije reverzibilno vezanih fagov zelo nizke, kar se je skozi poskuse tudi pokazalo. 
Potrebno pa bi bilo v dodatnih poskusih preveriti, kolikšen vpliv ima centrifugiranje na 
samo vezavo fagov na celice. Če ne moremo z gotovostjo trditi, da prihaja pri E. coli do 
reverzibilne vezave, pa lahko to trdimo za C. jejuni, saj so bile v tem primeru koncentracije 
reverzibilno vezanih fagov precej višje. Zaradi visokega sipanja rezultatov pa bodo 
potrebni dodatni eksperimenti, preden bomo lahko z gotovostjo določali jakost reverzibilne 
vezave, predvsem pa naravo interakcij, ki pri tem nastopajo. 
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Na osnovi dobljenih rezultatov smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
▪ vzpostavljen analitski protokol za določevanje hitrosti adsorpcije je bil primeren, 
saj smo bakteriofagu T4, pod danimi pogoji, lahko določili konstanto adsorpcije, ki 
znaša  3,18 × 10-9 ml/min;  
 
▪ z vzpostavitvijo ustreznih analitskih protokolov smo ugotovili, da nekateri načini 
desorpcije vplivajo na število (koncentracijo) desorbiranih delcev, saj smo z 
dodajanjem 10 % etanola mediju dosegli povprečno koncentracijo desorbiranih 
delcev 1,98 × 104 PFU/ml (0,17 %), z dodajanjem 3 M NaCl mediju je povprečna 
koncentracija znašala 3,25 × 103 PFU/ml (0,02 %) in po obdelavi v ultrazvočni 
kopeli je povprečna koncentracija desorbiranih fagov znašala 3,75 × 103 PFU/ml 
(0,04 %), medtem ko z metodo 100-kratnega redčenja v hladnem mediju desorpcije 
nismo zaznali; 
 
▪ pojav reverzibilno vezanih fagov lahko opišemo s pomočjo Freundlichove 
adsorpcijske izoterme, saj nam naklon premice linearne enačbe (k = 0,9429) pove, 
da gre za močno reverzibilno vezavo bakteriofagov. 
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Litična bakteriofaga PC5 in T4 sta virusa, ki specifično napadata svoja gostitelja. Prvi 
okužuje bakterijo Campylobacter jejuni in drugi bakterijo Escherichia coli. Fagi so bili 
desetletje pred odkritjem penicilina že uspešno uporabljeni kot sredstvo za zdravljenje 
bakterijskih infekcij, vendar je zaradi antibiotične revolucije in nepoznavanja njihove 
biologije, njihova uporaba zamrla. V zadnjih nekaj letih so zopet postali zanimiv objekt 
preučevanj, predvsem zaradi pojavljanja odpornosti nekaterih bakterij na antibiotike. Ker 
napadajo samo patogene in ne vplivajo na črevesno floro, predstavljajo dobro alternativo 
današnjim antibiotikom. Njihov potencial se kaže tudi v uporabi za biosenzorje in 
biomarkerje. C. jejuni in E. coli sta Gram-negativni bakteriji. Medtem ko je E. coli naravno 
prisotna v prebavnem traktu človeka in hujše infekcije povzročijo le nekateri njeni sevi, je 
okužba s C. jejuni za človeka zelo neprijetna, saj vodi do akutnega gastroenteritisa. Z 
bakterijo se okužimo z uživanjem premalo obdelanega mesa, predvsem perutnine. Kako 
hitro se bakteriofag T4 veže na gostitelja, smo preučevali z določanjem konstante 
adsorpcije. Ta je znašala 3,18 × 10-9 ml/min, kar pomeni zelo hitro vezavo na E.coli. 
Bakteriofag se na gostitelja veže najprej reverzibilno in nato ireverzibilno. Za preučevanje 
reverzibilne vezave smo tekom poskusa spremljali koncentracije prostih fagov v vzorcu in 
jih nato analizirali z metodo štetja plakov »spot assay«. Plaki so brezbarvne lise, ki 
nastanejo na mestu kjer fag lizira bakterijo. Njihovo število določamo s štetjem na petrijevi 
plošči. Reverzibilno vezavo faga PC5 smo predstavili s pomočjo Langmuirjeve 
adsorpcijske izoterme. Iz strmine krivulje smo določili, da je interakcija med fagom in 
gostiteljem šibka, kar posledično pomeni, da lahko pričakujemo večji delež reverzibilno 
vezanih fagov. Rezultati kažejo, da kadar imamo v raztopini delež prostih fagov 54,6 %, bo 
reverzibilno vezanih 6,11 % fagov. Reverzibilno vezavo faga T4 smo preučevali tako, da 
smo z različnimi desorpcijskimi mediji poskušali doseči desorpcijo reverzibilno vezanih 
fagov. Prva metoda je bila nižanje temperature iz 21 °C na 0 °C in hkratno 100-kratno 
redčenje v SM pufru in LB mediju. Desorpcija s to metodo ni bila zaznana. Z dodajanjem 
10 % etanola LB mediju smo preverili ali povzročimo desorpcijo fagov, ki so vezani preko 
hidrofobnih interakcij. Rezultati so pokazali, da je bila povprečna koncentracija 
desorbiranih fagov 1,98 × 104 PFU/ml, kar pomeni, da metoda nakazuje možnost 
desorpcije, ki pa je neprimerljivo nižja kot pri fagu PC5. Podoben rezultat smo dosegli tudi 
z ostalima desorpcijskima metodama. Pri dodajanju 3 M NaCl smo zaznali povprečno 
koncentracijo desorbiranih fagov 3,25 × 103 PFU/ml in po obdelavi z ultrazvočno kopeljo 
povprečno 3,75 × 103 PFU/ml desorbiranih fagov. Vse vrednosti predstavljajo manj kot 1 
% domnevno reverzibilno vezanih fagov. Glede na to, da smo že v poskusu hitrosti 
adsorpcije ugotovili, da se T4 zelo dobro veže na bakterijo E. coli, kar pomeni visoko 
stopnjo ireverzibilne vezave, je bil takšen rezultat pričakovan. 
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PRILOGA A 
Rezultati poskusa za določevanje masnih bilanc bakteriofaga PC5 in bakterije C. jejuni 
 
 
SPOT ASSAY CFU ASSAY
ime 
vzorca
R št. plakov PFU/ml PFU/ml ime vzorca R št. plakov CFU/ml CFU/ml
0,00E+00 Bexp 0,00E+00 5,33E+08
0,00E+00 -6 7 7,00E+08
-4 51 5,10E+07 -6 5 5,00E+08
-5 4 4,00E+07 -6 4 4,00E+08
0,00E+00 Bvor 0,00E+00 5,00E+07
-4 33 3,30E+07 -5 6 6,00E+07
-5 4 4,00E+07 -5 3 3,00E+07
-6 1 1,00E+08 -5 6 6,00E+07
0,00E+00 Ko 0,00E+00 4,67E+07
0,00E+00 -5 3 3,00E+07
-4 11 1,10E+07 -5 4 4,00E+07
-5 2 2,00E+07 -5 7 7,00E+07
0,00E+00 Kend 0,00E+00 7,33E+06
0,00E+00 -4 3 3,00E+06
-3 22 2,20E+06 -4 6 6,00E+06
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PRILOGA B 







R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 14 1,40E+07
-4 11 1,10E+07 -4 13 1,30E+07
-4 13 1,30E+07 -5 0,00E+00
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -4 12 1,20E+07
-4 6 6,00E+06 -4 15 1,50E+07
-4 7 7,00E+06 -3 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 36 3,60E+06 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 39 3,90E+06 -5 12 1,20E+08
-4 3 3,00E+06 -5 9 9,00E+07
-4 2 2,00E+06 -5 11 1,10E+08
-3 22 2,20E+06 -5 10 1,00E+08
-3 29 2,90E+06 -5 10 1,00E+08
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PRILOGA C 
Rezultati poskusa desorpcije faga T4 v 100-krat redčenem hladnem mediju 
 







R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 16 1,60E+07
-4 15 1,50E+07 -4 24 2,40E+07
-4 9 9,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 10 1,00E+05 -3 0,00E+00
-2 7 7,00E+04 -4 0,00E+00
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -2 0,00E+00
-6 0,00E+00 -5 14 1,40E+08
-3 0,00E+00 -5 14 1,40E+08
-4 0,00E+00 -5 7 7,00E+07
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
















R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 17 1,70E+07 -4 16 1,60E+07
-4 14 1,40E+07 -4 24 2,40E+07
-5 4 4,00E+07 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -2 17 1,70E+05
-4 9 9,00E+06 -2 23 2,30E+05
-4 9 9,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 18 1,80E+04
-4 7 7,00E+06 -1 9 9,00E+03
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 3 3,00E+03
-4 8 8,00E+06 -1 4 4,00E+03
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
4VK 3,50E+034V- 8,00E+06
3V- 7,00E+06 3VK 1,35E+04
1V- 2,37E+07 1VK 2,00E+07
2V- 9,00E+06 2VK 2,00E+05
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R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -4 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -4 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 0 0,00E+00
-4 2 2,00E+06 -4 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -4 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 0 0,00E+00
-4 9 9,00E+06 -4 0,00E+00
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 0 0,00E+00
-4 5 5,00E+06 -4 0,00E+00
-4 10 1,00E+07 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 6 6,00E+06 -4 0 0,00E+00












R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 16 1,60E+07
-4 15 1,50E+07 -4 16 1,60E+07
-4 13 1,30E+07 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 14 1,40E+05 -4 17 1,70E+07
-2 7 7,00E+04 -4 11 1,10E+07
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -2 0,00E+00
-6 0,00E+00 -5 9 9,00E+07
-3 0,00E+00 -5 6 6,00E+07
-4 0,00E+00 -5 18 1,80E+08
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00

















Tovornik N. Preučevanje reverzibilne vezave bakteriofagov na bakterije. 














R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 23 2,30E+07 -4 17 1,70E+07
-4 34 3,40E+07 -4 21 2,10E+07
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -2 13 1,30E+05
-4 9 9,00E+06 -2 12 1,20E+05
-4 13 1,30E+07 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 13 1,30E+04
-4 7 7,00E+06 -1 24 2,40E+04
-4 6 6,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 5 5,00E+03
-4 5 5,00E+06 -1 7 7,00E+03
-4 2 2,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
2V- 1,10E+07 2VK 1,25E+05
1V- 2,85E+07 1VK 1,90E+07
3V- 6,50E+06 3VK 1,85E+04




R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -0,5 0 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -4 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -4 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -0,5 0 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -4 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -4 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -0,5 0 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -4 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -0,5 0 0,00E+00
-4 5 5,00E+06 -4 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -0,5 0 0,00E+00
-4 6 6,00E+06 -4 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -5 0,00E+00
D0- 7,00E+06 D0K 0,00E+00
D5- 4,00E+06 D5K 0,00E+00
D10- 3,50E+06 D10K 0,00E+00
D15- 6,00E+06 D15K 0,00E+00
D20- 6,50E+06 D20K 0,00E+00
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R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 17 1,70E+07
-4 21 2,10E+07 -4 19 1,90E+07
-4 12 1,20E+07 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 21 2,10E+05 -4 14 1,40E+07
-2 28 2,80E+05 -4 22 2,20E+07
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -2 0,00E+00
-6 0,00E+00 -5 10 1,00E+08
-3 0,00E+00 -5 10 1,00E+08
-4 0,00E+00 -5 12 1,20E+08
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00


















R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 21 2,10E+07 -4 10 1,00E+07
-4 19 1,90E+07 -4 12 1,20E+07
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 9 9,00E+05
-4 9 9,00E+06 -3 6 6,00E+05
-4 3 3,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 39 3,90E+06 -1 9 9,00E+03
-3 37 3,70E+06 -1 10 1,00E+04
-4 2 2,00E+06 -5 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -6 0,00E+00
-3 25 2,50E+06 -1 1 1,00E+03
-3 28 2,80E+06 -1 2 2,00E+03
-4 3 3,00E+06 -5 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -6 0,00E+00
4V- 2,83E+06 4VK 1,50E+03
3V- 3,40E+06 3VK 9,50E+03
2V- 6,00E+06 2VK 7,50E+05
1V- 2,00E+07 1VK 1,10E+07
 
Tovornik N. Preučevanje reverzibilne vezave bakteriofagov na bakterije. 









R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 25 2,50E+06 -0,5 0 0,00E+00
-3 36 3,60E+06 -4 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -4 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -6 0,00E+00
-3 46 4,60E+06 -0,5 0 0,00E+00
-3 37 3,70E+06 -4 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -4 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -6 0,00E+00
-3 31 3,10E+06 -0,5 0 0,00E+00
-3 32 3,20E+06 -4 0,00E+00
-4 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 32 3,20E+06 -0,5 0 0,00E+00
-3 34 3,40E+06 -4 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 25 2,50E+06 -0,5 0 0,00E+00
-3 35 3,50E+06 -4 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -5 0,00E+00
D20- 3,00E+06 D20K 0,00E+00
D10- 3,15E+06 D10K 0,00E+00
D15- 3,20E+06 D15K 0,00E+00
D0- 3,03E+06 D0K 0,00E+00
D5- 3,83E+06 D5K 0,00E+00
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PRILOGA D 










R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 13 1,30E+07
-4 11 1,10E+07 -4 26 2,60E+07
-4 8 8,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 21 2,10E+05 -4 16 1,60E+07
-2 15 1,50E+05 -4 19 1,90E+07
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -2 0,00E+00
-6 0,00E+00 -5 10 1,00E+08
-3 0,00E+00 -5 11 1,10E+08
-4 0,00E+00 -5 7 7,00E+07
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00


















R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 15 1,50E+07 -4 21 2,10E+07
-4 18 1,80E+07 -4 21 2,10E+07
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 33 3,30E+06 -3 3 3,00E+05
-3 48 4,80E+06 -3 3 3,00E+05
-4 0,00E+00 -2 29 2,90E+05
-6 0,00E+00 -2 32 3,20E+05
-3 0,00E+00 -1 9 9,00E+03
-3 0,00E+00 -1 17 1,70E+04
-4 6 6,00E+06 -5 0,00E+00
-4 6 6,00E+06 -6 0,00E+00
3V- 6,00E+06 3VK 1,30E+04
2V- 4,05E+06 2VK 3,03E+05




R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 15 1,50E+06 -0,5 0 0,00E+00
-3 27 2,70E+06 -1 8 8,00E+03
-4 0,00E+00 -4 0,00E+00
-4 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 24 2,40E+06 -0,5 0 0,00E+00
-3 43 4,30E+06 -1 3 3,00E+03
-4 2 2,00E+06 -4 0,00E+00
-4 5 5,00E+06 -6 0,00E+00
D0- 2,10E+06 D0K 8,00E+03
D10- 3,43E+06 D10K 3,00E+03
 
Tovornik N. Preučevanje reverzibilne vezave bakteriofagov na bakterije. 










R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 15 1,50E+07
-4 10 1,00E+07 -4 9 9,00E+06
-4 10 1,00E+07 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 8 8,00E+04 -4 0,00E+00
-2 14 1,40E+05 -4 6 6,00E+06
-5 0,00E+00 -3 39 3,90E+06
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -2 0,00E+00
-6 0,00E+00 -5 10 1,00E+08
-3 0,00E+00 -5 5 5,00E+07
-4 0,00E+00 -5 7 7,00E+07
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00


















R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 9 9,00E+06 -4 9 9,00E+06
-4 11 1,10E+07 -4 9 9,00E+06
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 8 8,00E+06 -3 0,00E+00
-4 5 5,00E+06 -2 16 1,60E+05
-6 0,00E+00 -2 16 1,60E+05
-3 0,00E+00 -1 24 2,40E+04
-3 0,00E+00 -1 25 2,50E+04
-4 5 5,00E+06 -5 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -6 0,00E+00
3V- 4,50E+06 3VK 2,45E+04
2V- 6,50E+06 2VK 1,60E+05




R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 37 3,70E+06 -2 3 3,00E+04
-3 44 4,40E+06 -1 5 5,00E+03
-4 2 2,00E+06 -1 13 1,30E+04
-4 2 2,00E+06 -2 4 4,00E+04
-3 0,00E+00 -1 4 4,00E+03
-3 0,00E+00 -1 9 9,00E+03
-4 5 5,00E+06 -4 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -6 0,00E+00
D0- 3,03E+06 D0K 2,20E+04
D10- 6,00E+06 D10K 6,50E+03
 
Tovornik N. Preučevanje reverzibilne vezave bakteriofagov na bakterije. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
PRILOGA E 










R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 13 1,30E+07
-4 9 9,00E+06 -4 13 1,30E+07
-4 26 2,60E+07 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 23 2,30E+05 -4 15 1,50E+07
-2 16 1,60E+05 -4 19 1,90E+07
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -4 51 5,10E+07
-6 0,00E+00 -5 4 4,00E+07
-3 0,00E+00 -5 9 9,00E+07
-4 0,00E+00 -5 7 7,00E+07
-5 0,00E+00 -4 58 5,80E+07


















R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 24 2,40E+07 -4 21 2,10E+07
-4 26 2,60E+07 -4 25 2,50E+07
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 10 1,00E+07 -3 0,00E+00
-4 6 6,00E+06 -2 30 3,00E+05
-6 0,00E+00 -2 17 1,70E+05
-3 0,00E+00 -1 19 1,90E+04
-3 0,00E+00 -1 22 2,20E+04
-4 8 8,00E+06 -5 0,00E+00
-4 12 1,20E+07 -6 0,00E+00
2V- 8,00E+06 2VK 2,35E+05
1V- 2,50E+07 1VK 2,30E+07




R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -0,5 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 1 1,00E+03
-4 4 4,00E+06 -4 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -0,5 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 1 1,00E+03
-4 7 7,00E+06 -1 2 2,00E+03
-4 5 5,00E+06 -6 0,00E+00
D0- 5,50E+06 D0K 1,00E+03
D10- 6,00E+06 D10K 1,50E+03
 
Tovornik N. Preučevanje reverzibilne vezave bakteriofagov na bakterije. 










R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -4 6 6,00E+06
-4 8 8,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 17 1,70E+05 -4 11 1,10E+07
-2 18 1,80E+05 -4 12 1,20E+07
-5 0,00E+00 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -4 0,00E+00
-6 0,00E+00 -5 14 1,40E+08
-3 0,00E+00 -5 10 1,00E+08
-4 0,00E+00 -5 10 1,00E+08
-5 0,00E+00 -4 0,00E+00


















R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 14 1,40E+07 -4 11 1,10E+07
-4 13 1,30E+07 -4 12 1,20E+07
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 4 4,00E+05
-4 3 3,00E+06 -3 5 5,00E+05
-4 4 4,00E+06 -2 24 2,40E+05
-6 0,00E+00 -2 31 3,10E+05
-3 0,00E+00 -1 16 1,60E+04
-3 0,00E+00 -1 17 1,70E+04
-4 4 4,00E+06 -5 0,00E+00
-4 6 6,00E+06 -6 0,00E+00
3V- 5,00E+06 3VK 1,65E+04
2V- 3,50E+06 2VK 3,63E+05




R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -1 1 1,00E+03
-3 0,00E+00 -1 1 1,00E+03
-4 6 6,00E+06 -4 0,00E+00
-4 7 7,00E+06 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -0,5 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 3 3,00E+03
-4 3 3,00E+06 -1 3 3,00E+03
-4 5 5,00E+06 -6 0,00E+00
D0- 6,50E+06 D0K 1,00E+03
D10- 4,00E+06 D10K 3,00E+03
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PRILOGA F 










R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 15 1,50E+07
-4 11 1,10E+07 -4 16 1,60E+07
-4 10 1,00E+07 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 11 1,10E+05 -4 0,00E+00
-2 12 1,20E+05 -4 10 1,00E+07
-5 0,00E+00 -3 24 2,40E+06
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -2 0,00E+00
-6 0,00E+00 -5 10 1,00E+08
-3 0,00E+00 -5 9 9,00E+07
-4 0,00E+00 -5 11 1,10E+08
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00


















R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 9 9,00E+06 -4 8 8,00E+06
-4 12 1,20E+07 -4 9 9,00E+06
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 8 8,00E+06 -3 0,00E+00
-4 8 8,00E+06 -2 18 1,80E+05
-6 0,00E+00 -2 15 1,50E+05
-3 0,00E+00 -1 19 1,90E+04
-3 0,00E+00 -1 23 2,30E+04
-4 5 5,00E+06 -5 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -6 0,00E+00
3V- 4,00E+06 3VK 2,10E+04
2V- 8,00E+06 2VK 1,65E+05




R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -2 0,00E+00
-3 44 4,40E+06 -1 3 3,00E+03
-4 2 2,00E+06 -1 3 3,00E+03
-4 7 7,00E+06 -2 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 4 4,00E+03
-3 0,00E+00 -1 2 2,00E+03
-4 5 5,00E+06 -4 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -6 0,00E+00

















Tovornik N. Preučevanje reverzibilne vezave bakteriofagov na bakterije. 










R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -4 8 8,00E+06
-4 8 8,00E+06 -4 9 9,00E+06
-4 5 5,00E+06 -5 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00
-2 9 9,00E+04 -4 0,00E+00
-2 21 2,10E+05 -4 0,00E+00
-5 0,00E+00 -3 0,00E+00
-6 0,00E+00 -6 0,00E+00




-3 0,00E+00 ime vzorca R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-4 0,00E+00 -1 0,00E+00
-5 0,00E+00 -2 0,00E+00
-6 0,00E+00 -5 13 1,30E+08
-3 0,00E+00 -5 13 1,30E+08
-4 0,00E+00 -5 16 1,60E+08
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00


















R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 13 1,30E+07 -4 6 6,00E+06
-4 24 2,40E+07 -4 8 8,00E+06
-5 0,00E+00 -6 0,00E+00
-3 0,00E+00 -3 0,00E+00
-4 9 9,00E+06 -3 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -2 20 2,00E+05
-6 0,00E+00 -2 16 1,60E+05
-3 0,00E+00 -1 12 1,20E+04
-3 0,00E+00 -1 8 8,00E+03
-4 6 6,00E+06 -5 0,00E+00
-4 4 4,00E+06 -6 0,00E+00
3V- 5,00E+06 3VK 1,00E+04
2V- 6,50E+06 2VK 1,80E+05




R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
ime 
vzorca
R Št. plakov PFU/ml PFU/ml
-3 0,00E+00 -2 0,00E+00
-3 0,00E+00 -1 2 2,00E+03
-4 6 6,00E+06 -1 2 2,00E+03
-4 3 3,00E+06 -2 0,00E+00
-3 29 2,90E+06 -1 2 2,00E+03
-3 32 3,20E+06 -1 7 7,00E+03
-4 2 2,00E+06 -4 0,00E+00
-4 3 3,00E+06 -6 0,00E+00












D5K        
(po 5min 
ultrazvoka)
4,50E+03
